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Uber die Sulfonierung von Aminosduren, Polypeptiden 
und Dioxo-piperazinen. IT. 
Von 


Paul Baumgarten, Ilse Marggraff und Else Dammann. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Mai 1932.) 


Wie vor einiger Zeit!) an Hand einiger Beispiele gezeigt werden 
konnte, lassen sich Aminoséuren und Polypeptide unter sehr 
milden Bedingungen: in kalter, schwach alkalischer, waBriger 
Lésung sulfonieren. Veranlassung und leitender Gesichtspunkt 
fiir diese und auch die in vorliegender Mitteilung beschriebenen 
Untersuchungen war die Moglichkeit der Sulfonierung von Eiweib- 
stoffen in der gleichen schonenden Weise. Die vorsichtige Art 
der Behandlung 148t namlich auBer der Kinfiihrung von Sulfon- 
siuregruppen keine andere — wenigstens allzu wesentliche — 
Verinderung im chemischen Bau des Eiweifimolekiils erwarten. 
Und so soll denn die Methode dazu dienen, die einer Sulfonierung 
zuginglichen Gruppen im EiweiBmolekiil zu erkennen und auch 
zahlenmaBig zu bestimmen: als Hilfsmittel bei der Erforschung 
der Eiweifstoffe. 

Um festzustellen, welche Gruppen in den EiweiBstoffen der 
Sulfonierung zuginglich sind, muBten zuerst einmal alle die 
Aminoséiuren, die am Aufbau der Proteine beteiligt sind, der 
Sulfonierung unterworfen werden. Die Anzahl der dabei in die 
einzelnen Aminosduren eingefiihrten Sulfonsiuregruppen gibt Zahl 
und damit auch Art der in den Aminosduren sulfonierbaren 
Gruppen an. Des weiteren muBte ermittelt werden, wie sich diese 
Gruppen verhalten, wenn sie nicht mehr den freien Aminosauren, 
sondern den Aminosiureketten der Polypeptide angehéren. Wegen 
der vielfach diskutierten Moéglichkeit der Beteiligung von Dioxy- 
piperazinen am Aufbau der Proteine wurden auch jene in den 
Kreis der Untersuchungen gezogen. 





1) P. Baumgarten, Diese Z. 171, 62 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIX. 10 
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146 
Die Sulfonierung wird — der Léoslichkeitsverhaltmisse und 
des amphoteren Charakters der Aminosiiuren und Polypeptide 
wegen — in waBriger, alkalischer Lésung mit Hilfe der 
of. «= 


N-Pyridinium-sulfonsaure?) der Formel C;H;N-50,-O durch- 
gefiihrt, die aus Pyridin und Schwefeltrioxyd bzw. Chlorsulfon- 
siure, deren Estern oder Sulfurylehlorid entsteht. Als Alkali 
wurde mit Riicksicht auf das Sulfonierungsmittel und die be- 
sonderen Bedingungen der Isolierung der Sulfonierungsprodukte 
Kaliumearbonat bzw. Kaliumbicarbonat gewahlt. 

Die Sulfonierungsreaktion verliuft z.B. bei einer Mono- 
aminocarbonsiiure nach folgender Gleichung: 


+t = 
NH,-CH(R):COOK + C;H,N-SO,-0 + K,CO, = KSO,-NH-CH(R)-COOK 
+ C,H;N + KHCO, 


Ihre Durchfiihrung und auch die Isolierung des Sulfonierungs- 
produktes (als Kaliumsalz) geschehen im wesentlichen nach der in 
der I. Mitteilung angegebenen Arbeitsweise.*) Es erwies sich in- 
dessen als zweckmiaBiger, die Reaktionsfliissigkeit nicht, wie dort 
beschrieben, nur ab und zu stark zu kiihlen, sondern sie wahrend 
der ganzen Reaktionsdauer unter mifiger Kithlung (bei ungefalir 
10°) zu halten. Bei tieferer Temperatur scheint naémlich die neben 
der Sulfonierungsreaktion stattfindende hydrolytische Zersetzung 
der N-Pyridinium-sulfonsiure zu Sulfat und Pyridin verhaltnis- 
miBig begiinstigt zu sein, so daB eine schlechtere Ausbeute an 
sulfoniertem Produkt erzielt wird. Auch das bei der Reaktion 
gebildete Pyridin wirkt vermutlich in diesem Sinne, laBt sich doch 
erst nach seinem Ausithern die Sulfonierung durch erneute Zu- 
gabe von N-Pyridinium-sulfonséiure und der entsprechenden Menge 
Kaliumearbonat vollstaéndig durchfiihren. Auch dann kommen 
allerdings noch Fille vor, wo das isolierte Sulfonierungsprodukt 
nicht aus dem Kaliumsalz der vollig sulfonierten Aminosiure, 
sondern aus der Molekiilverbindung eines solehen mit unsulfo- 
nierter Aminosiiure besteht; die isolierte Molekilverbindung lit 
sich aber durch erneute Sulfonierung ohne Schwierigkeit in ein 
vollig sulfoniertes Produkt wberfiihren. 

Wie die Untersuchung der Sulfonierungsprodukte aller hier 
behandelten Aminoséuren und Polypeptide ergab, tritt die Sulfon- 
siuregruppe in allen Fallen an den Stickstoff der Amino- 


1) P. Baumgarten, Ber. chem. Ges. 59, 1166 (1926); 60, 1174 (1927). 
?) P. Baumgarten, Diese Z. 171, 62 (1927). 
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sruppe. Glykokoll, Alanin und Leucin, Vertreter der 
Monaminomonocarbonsiuren, liefern bei der Sulfonierung die 
Kaliumsalze der entsprechenden N- Aminocarbon-monosulfon- 
séuren.4) Auch die Monoaminodicarbonsiiuren: Asparagin- 
siure und Glutaminsiure zeigen ein gleiches Verhalten, 
bilden also N-Monosulfonsiuren. 

Bei den Diaminomonocarbonsiiuren tritt, wie nach dem Ver- 
halten der Monoaminosiiuren zu erwarten ist, je eine Sulfonsiiure- 
sruppe an jedes Stickstoffatom der beiden Aminogruppen. Aus 
Ornithin entsteht also das Kaliumsalz einer N,N’-Ornithin- 
disulfonsaure. 

3eim Arginin liegen die Verhiltnisse etwas anders. Die dem 
Guanidinrest angehdrende Aminogruppe ist nicht sulfonierbar: 
Arginin verhalt sich wie eine Monoaminosiiure; es bildet nur eine 
N-Arginin-monosulfonsiure mit Bindung der Sulfonsiure- 
sruppe an die «-stindige Aminogruppe. Damit steht in Uber- 
einstimmung, daB Guanidin selbst unter den gleichen Bedingungen 
in wéBriger Losung) nicht sulfoniert wird. 

Die Diaminodicarbonsiure Cystin verhilt sich wie eine Di- 
aminomonocarbonsiure und gibt das Kaliumsalz einer N,N’- 
Cystin-disulfonsaure. 

Die Aminosiuren: Prolin, Tryptophan und Histidin, die einen 
heterocyclischen Ring und in ihm eine Iminogruppe enthalten, 
zeigen bei der Sulfonierung ein verschiedenes Verhalten. Obwohl 
im Prolin, der «-Pyrrolidin-carbonsiure, keine Amino-, sondern 
nur die cyclisch gebundene Iminogruppe vorliegt, wird es doch 
sulfoniert. Die Sulfonsiuregruppe tritt an den Iminostickstoff: 
es entsteht das Kaliumsalz der N-Prolin-sulfonsiure. Anders 
verhaélt sich die Iminogruppe im Indolring des Tryptophans. 
Die Sulfonsiuregruppe tritt hier nicht an den Stickstoff der Imino- 
cruppe, wohl aber, wie auch sonst, an den Stickstoff der auBerdem 
noch vorhandenen «-Aminogruppe. Man erhalt das Kaliumsalz 
emer N-Tryptophan-monosulfonsiure. Beim Histidin, der 
)-Imidazyl-«-amino-propionsiure, tritt die Sulfonsiuregruppe ein- 
mal an die «-Aminogruppe; auBerdem aber geht noch eine 
Sulfonsiuregruppe an den Stickstoff der Iminogruppe des 
Imidazolringes. Es bildet sich also aus Histidin das Kaliumsalz 
der N,N’-Histidin-disulfonsaure. 





1) Die Formeln sind im experimentellen Teil bei den einzelnen Ver- 
bindungen aufgefihrt. 
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Bei den Oxy-aminosiiuren zeigen Serin und Oxy-prolin ein 
iibereinstimmendes Verhalten im Gegensatz zu Tyrosin. Tyro- 
sin, die /-(Oxyphenyl)-x-amino-propionsiure, wird 2fach sulfo- 
niert; es entsteht das Kaliumsalz einer O,N-Disulfonsdure. 
Beim Serin, der f-Oxy-x-amino-propionsiure, und beim Oxy- 
prolin hingegen ist es in keinem Versuche gelungen, das Kalium- 
salz einer Disulfonsaure zu isolieren. Es bildet sich beim Arbeiten 
in wiaBriger, alkalischer Loésung immer nur das Salz einer Mono- 
sulfonsiure, und dieses muB sowohl beim Serin als auch beim Oxy- 
prolin, wie aus dem ganzen Verhalten zu schlieBen ist, das Salz 
einer N-Sulfonséiure sein. Das Ergebnis beim Tyrosin einer- 
seits und beim Serin andererseits steht iibrigens in Ubereinstimmung 
mit den Untersuchungen von Abderhalden und Brockmann!) 
uber die Benzoylierung von Tyrosin, wobei eine Dibenzoylverbin- 
dung entsteht, und der von Serin, das nur eine N-Monobenzoyl- 
verbindung liefert. 

Mit dem Verhalten der freien Aminosiéiuren stimmt nun das 
der aus ihnen aufgebauten Polypeptide tberein, sofern die ent- 
sprechenden Gruppen frei vorliegen. Die die Peptide charakteri- 
sierende Siureamidbindung dagegen, d.h. die darin vorliegende 
Imidgruppe, ist einer Sulfonierung in waBriger, alkalischer 
Lésung nicht zugaénglich. Alle in vorliegender Arbeit unter- 
suchten Peptide zeigten auch nicht ein einziges Mal den Ersatz 
des Imidwasserstoffs durch die Sulfonsiuregruppe. Sonst aber 
verhalten sich ihre funktionellen Gruppen ganz genau so, als ob 
die ihnen zugehérigen Aminosiuren frei vorligen. Dies wurde an 
einigen charakteristischen Beispielen nachgewiesen. 

Die Polypeptide, die sich aus den einfachen Monoamino- 
carbonsiuren aufbauen, wie Glycyl-glycin, Diglycyl-glycin 
oder Leucyl-glycin, haben nur je eine freie Aminogruppe und 
geben daher auch nur N-Monosulfonsiuren. Schon aus diesem 
Ergebnisse darf man schlieBen, da8 in allen Polypeptiden eine 
freie Aminogruppe stets sulfonierbar sein wird. 

Von den Polypeptiden, die auBer der Aminogruppe noch eine 
andere funktionelle Gruppe enthalten, wurden wegen des Gegen- 
satzes Serin/Tyrosin Glycyl-serin und Glycyl-tyrosin untersucht. 
Auch bei den Peptiden zeigte es sich, daB nur das aromatisch 
csebundene Hydroxylim Glycyl-tyrosin —neben der Amino- 
gruppe selbstverstiéndlich — sulfonierbar ist, wihrend es nicht 


1) Biochem, Z. 225, 426 (1930). 
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gelang, die Sulfonséuregruppe in das aliphatisch gebundene 
Hydroxyl des Glycyl-serins einzufiihren. 

Die Sulfonierung von Histidyl-histidin bestitigt gleich- 
falls die Erkenntnis, da8 sich entsprechende freie funktionelle 
Gruppen in Aminosdure und Peptid gleich verhalten. Histidy]l- 
histidin liefert gem&8 seiner freien Aminogruppe und den beiden 
Iminogruppen seiner 2 Imidazolringe eine N,N’,N’’-Histidyl- 
histidin-trisulfonsaéure. 

Die eben aufgefiihrten Sulfonierungsprodukte der Amuno- 
siuren und Polypeptide wurden unter den gewihlten Bedingungen 
als Kaliumsalze isoliert. In ihnen wirkt infolge der Maskierung 
der Amino- durch die Sulfonsiiuregruppe auch das Carboxyl nach 
5 auBen salzbildend. Im einfachsten Falle (Eintritt nur einer Sulfon- 
) siuregruppe) entstehen also Dikaliumsalze der Zusammensetzung 
‘ KO,8:NH-CH(R)-COOK. Eine Ausnahme macht die Arginin- 
sulfonséure, die als Monokaliumsalz isoliert wird, deswegen wohl, 
weil hier der stark basische Guanidinrest, der ja unsulfoniert ge- 
blieben ist, das Carboxyl] absittigt. Auch bei Tyrosin und Histidin 
werden Salze nicht ganz normaler Zusammensetzung gefunden, 
die aus normalem und saurem Kaliumsalz bestehen, aber durch 
Umsetzung mit Kaliumhydroxyd in normale Salze wbergefihrt 
werden k6nnen. 

Wie bei Besprechung der Arbeitsmethodik erwihnt, gelingt es 
nicht immer, in einer Operation gleich zu der vollig sulfonierten 
Aminosaure zu gelangen. Man isoliert dann zuniichst eine Molekil- 
verbindung, die auBer dem Kaliumsalz der sulfonierten nicht- 
sulfonierte Aminosiure enthalt. So bilden Asparaginsiure und 
Glutaminséure je eine Molekilverbindung aus einem Mol. des 
Kaliumsalzes der sulfonierten und einem Mol. des Monokaliumsalzes 
der unsulfonierten Aminosdure; im Falle des Serins isoliert man 
eine Molekiilverbindung aus 5 Mol. des Kaliumsalzes der N-Serin- 
monosulfonséure und 2 Mol. nichtsulfonierten, freien Serins, und 
beim Cystin kommen auf 4 Mol. Kaliumsalz des sulfonierten 1 Mol. 
des unsulfonierten Cystins.1) Doch gehen die isolierten Molekil- 
verbindungen bei erneutem Sulfonieren ohne Schwierigkeit in die 
Kaliumsalze der vollstaindig sulfonierten Aminosiuren iiber. 

Molekiilverbindungen der eben erérterten Art werden sich, 
und zwar bei unvollstiéndigem Sulfonieren, auch in anderen Fallen 
isolieren lassen (vgl. die Sulfonierung des Glycyl-glycins).!) Aber 


1) Diese Z. 171, 64 (1927). 
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in diesen Fallen widerstehen die Molekiilverbindungen nicht so 
sehr ihrer vOlligen Sulfonierung und sind, ohne daB sie erst isoliert 
werden miissen, nach Ausathern des bei der Reaktion gebildeten 
Pyridins und Zugabe frischer N-Pyridinium-sulfonséure auch in 
einem Arbeitsgang vOllig sulfonierbar, wie die in vorliegender 
Arbeit nach dieser Methode vorgenommene Sulfonierung des 
Glycyl-glycins erweist. 

Die Fahigkeit, Molekiilverbindungen zu bilden, scheint den 
sulfonierten Aminosiuren und Peptiden ganz allgemein § zu- 
zukommen, denn auch die Kaliumsalze der vollstandig sulfonierten 
Produkte krystallisieren sehr haufig mit dem Ldésungs- oder 
Fallungsmittel bzw. mit einem anderen auf Grund der Darstellung 
vorhandenen Stoff aus. Hier kommen auBer Wasser noch Alkohol, 
Essigsiiure oder Kaliumacetat in Betracht. 

Die Kahumsalze der Aminocarbon-sulfonsiuren und Poly- 
peptid-sulfonsiuren sowie deren Molekiilverbindungen sind weibe, 
krystallinische, meist sehr hygroskopische Substanzen, die in 
Wasser sehr leicht, meist mit schwach alkalischer Reaktion (gegen 
Lackmus), zum Teil auch etwas in Alkohol léslich, sonst aber in 
den gebriiuchlichen Loésungsmitteln unldslich sind. Da diese Eigen- 
schaften ein Umkrystallisieren verhindern, so reinigt man sie durch 
Lésen in Wasser oder verdiinntem Alkohol und Ausfallen mit 
absolutem Alkohol. Sie stellen recht stabile Verbindungen dar. 
Auch ihre wiBrigen Lésungen sind bestindig. 

Nicht so besténdig sind die freien Sulfonsdéuren. Siuert 
man die Lésung der Kaliumsalze mit einer Mineralsdure, z. B. 
Salzsiiure, an, so tritt Hydrolyse unter Abspaltung von Schwefel- 
siure und Riickbildung der Aminosiiure baw. des Peptids ein, 
langsam in der Kiilte, schneller beim Erhitzen. Die freien Sulfon- 
siiuren werden also hydrolytisch gespalten, wobei die Geschwindig- 
keit der Spaltung der einzelnen Siuren zum Teil erheblich von- 
einander abweicht. Bei den Peptid-sulfonsiuren wird natiirlich 
mit der Abspaltung der Sulfonsiuregruppe auch eine hydrolytische 
Sprengung der Peptidbindung in mehr oder minder hohem Grade 
einhergehen. Erheblich beschleunigen lat sich die Abspaltung 
der Sulfonsiuregruppe durch salpetrige Saure, wobei auch, aller- 
dings in weitergehender Reaktion, quantitativ Schwefelséure ent- 
steht. Die Abspaltung von Schwefelsiiure benutzt man iibrigens 
gur Krmittlung der Anzahl der in die Aminosiure oder in das 
Peptid eingetretenen Sulfonsiuregruppen, indem die Schwefel- 
siiure gravimetrisch als Bariumsulfat bestimmt wird, und zwar 
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‘0 bedient man sich bei der praktischen Durchfiihrung wegen der 
nt leichter eintretenden Abspaltung der Sulfonsiuregruppen eines 
7 Zusatzes von Ammonnitrit zur angesiiuerten Lésung, mit Aus- 
n nahme von den Fallen, wo schon die unsulfonierten Produkte, wie 
ad z. B. Cystin oder solches enthaltende Verbindungen, von sich aus 
” mit salpetriger Siure Schwefelsiure ergeben. 


Die Darstellung der freien Sulfonsiuren in reinem Zustande 


. gliickte bisher nur bei der N-Glycin-sulfonsiure.!) Beim Versuch 
‘a zur analogen Darstellung von N-Alanin-sulfonsiure und N-Leucin- 
” sulfonsiure erhielt man nur nichtkrystallisierende Sirupe. 
GemaB der Bestiandigkeit der Salze der Sulfonsiuren tritt 
F . . . . r ° . 
‘ bei alkalischer Reaktion keine Zersetzung ein, wenigstens 
bd 


nicht im Sinne einer hydrolytischen Abspaltung der Sulfonsiure- 
gruppe. Die Sulfonséuren der auch sonst gegen Alkali unempfind- 
lichen Aminosiuren sind daher bei alkalischer Reaktion durchaus 
hs bestaindig. Hingegen werden die Peptid-sulfonsaéuren auch in 


‘i alkalischer Lésung hydrolysiert, und zwar in ihrer Peptid- 

a bindung, so daB als Spaltprodukte freie und sulfonierte Amino- 

a siiuren entstehen: 

‘ KO,S8:NH-CH(R)-CO-NH-CH(R)-COOK -++ HO 

’ = KO,S:NH-CH(R)-COOK + NH,-CH(R)-COOH 

r. Die hierbei auftretenden Verhiltnisse, besonders im Vergleich 
zur alkalischen Spaltung unsulfonierter Polypeptide, werden Gegen- 

t stand emer besonderen Untersuchung sein. 

. Die grobe Léslichkeit und die Hygroskopizitét der Kalium- 

7 salze der Sulfonsiiuren gaben im Hinblick auf die Verwendung der 

, Sulfonierungsmethode fiir die EiweiBchemie Veranlassung, nach 

“ anderen Salzen zu suchen, die mdglicherweise bessere Eigen- 

' schaften aufweisen. Wegen der an sich schon giinstigsten Eigen- 

: schaften bei der N-Glycin-sulfonsiiure wurden in erster Linie 

y Salze dieser Verbindung dargestellt. Als schwer léslich konnten 

hier ein komplexes Kalium-Kupfersalz und ein gleichfalls kom- 

, plexes Kalium-Silbersalz gewonnen werden. Auch andere Amino- 


carbon-sulfonséuren bilden vor allem schwer ldsliche Kalium- 
Silbersalze. 

Wie eingangs ausgefiihrt, sollten wegen der Méglichkeit ihrer 
Beteiligung am Aufbau der Eiweifstoffe auch Dioxopiperazine 
auf ihr Verhalten gegen N-Pyridinium-sulfonsiure untersucht 


1) Diese Z. 171, 66 (1927). 
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werden. Aus dem Verhalten der Polypeptide konnte schon mit sehr 
groBer Wahrscheinlichkeit geschlossen werden, daB die Acylimid- 
bindung auch im Dioxopiperazin, wo sie 2fach auftritt, nicht 
sulfonierbar sein wird. Das ist auch in der Tat der Fall: Dioxo- 
piperazin und Leucyl-glycinanhydrid z. B. lassen sich nicht sulfo- 
nieren, wenigstens nicht unter den bei Aminosféuren und Poly- 
peptiden angewandten Bedingungen, d. h. in waBriger Loésung. 

Unter anderen Bedingungen, bei energischerer Einwirkung der 
N-Pyridinium-sulfonséure sind aber auch Dioxo-piperazine einer 
Sulfonierung zuginglich. Durch einfaches Zusammenschmelzen 
fiquimolekularer Mengen von Diketo-piperazin und N-Pyri- 
dinium-sulfonséure bei 150° entsteht ohne weiteres in quanti- 
tativer Ausbeute das gut krystallisierende Pyridiniumsalz einer 
Dioxo-piperazin-disulfonsiure, aus dem sich leicht ein in 
Wasser verhiltnismaiBig schwer lésliches Kaliumsalz und ein noch 
schwerer ldsliches Bariumsalz gewinnen lassen. 

Auf Grund der Darstellung, vor allem aber auf Grund der 
Ergebnisse der hydrolytischen Spaltung muB man der neuen Ver- 
bindung die Konstitution einer N, N’-Dioxo-piperazin-disulfon- 
si cile Rina ie zuschreiben. Im Gegensatz 

CH,-CO.N-S0,H 
zu den N-Sulfonsiuren von Aminosiuren und Polypeptiden ist die 
Dioxo-piperazin-disulfonsiure in saurem Medium erheblich un- 
bestindiger, die Abspaltung ihrer beiden Sulfonsiuregruppen 
unter Riickbildung von Dioxo-piperazin erfolgt ungleich schneller. 
Sie zeigt in dieser Hinsicht ein Verhalten, das ganz dem einer 
N-Acyl-sulfamidsiure?) entspricht. 

Fiir die Konstitution beweisend ist indessen erst der Verlauf 
der hydrolytischen Aufspaltung in alkalischer Lésung. 
Hierbei erfolgt keine Abspaltung der Sulfonsiéuregruppen, sondern 
nur eine Aufspaltung der Acylimidbindungen des Diketopiperazin- 
ringes. Mit verhaltnismibig groBer Geschwindigkeit, die ganz der 
der Aufspaltung des unsulfonierten Dioxo-piperazins zu Glycyl- 
glycin entspricht, wird zunichst nur eine der beiden Acylimid- 
bindungen hydrolysiert, und es bildet sich das Kaliumsalz einer 
N,N’-Glycyl-glyecin-disulfonsaure: 


saiure der Formel 


KO,S-N - CO - CH, ; sede - 
: + KOH = KO,S:NH-CH,:CO-N(SO,K):CH,-COOK 
CH,-CO-N-S80,K 


1) P. Baumgarten u. I. Marggraff, Ber. chem. Ges. 64, 1582 (1931). 
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sehr Hierin zeigen gemaé$ ihrer Bindung an zwei funktionell ver- 
nid- schiedene Stickstoffatome die beiden Sulfonsiuregruppen gegen- 
cht iiber hydrolysierenden Einfliissen eine unterschiedliche Bestindig- 
X0- keit. Bei saurer Reaktion wird die am Acylimidstickstoff haftende 
Ifo- Sulfonsdéuregruppe, entsprechend dem Verhalten in Acyl-sulfamid- 
dly- siiuren), in der Hitze schon nach wenigen Minuten, die der Amino- 
ng. gruppe aber erst nach lingerer Zeit oder nach Zugabe von Ammo- 
der niumnitrit quantitativ abgespalten. 
ner LaBt man auf das Kaliumsalz der N, N’-Glycyl-glycin-disulfon- 
en siure ein weiteres Mol. Kaliumhydroxyd einwirken, so wird auch die 
ri- Peptidbindung hydrolysiert und es bilden sich 2 Mol. Kaliumsalz 
ati- der N-Glycin-sulfonsaure: 
ea K0,8-NH.CH,+CO-N(SO,K):CH,-COOK + KOH = 2K0,8-NH-CH,-COOK 
rch Beachtenswert in diesem Zusammenhang ist folgender Um- 
stand: Wie M. Bergmann, du Vigneaud und Zervas?) fanden, 
Jer ist im diacetylierten Glycyl-glycin die Peptidbindung aubBer- 
er- ordentlich empfindlich gegen Alkalien. Man sollte nun erwarten, 
n- daB im disulfonierten Glycyl-glycin die Sulfonsiuregruppen die 
Peptidbindung noch mehr labilisieren wiirden. Das ist aber nicht 
wa der Fall. Denn, wahrend die hydrolytische Spaltung des diace- 
lie tylierten Glycyl-glycins nach 11/, Stunden beendet ist, erfordert 
In- der quantitative Verlauf bei der disulfonierten Verbindung ein Viel- 
en faches dieser Zeit. 
er. Die in vorliegender Arbeit beschriebenen Untersuchungen sind, wie 
ler eingangs erwahnt, im wesentlichen unter dem Gesichtspunkt der Ubertragung 
der Sulfonierungsmethode auf EiweiBstoffe und der Auswertung der dabei zu 
' findenden Resultate ausgefiihrt worden. In bezug auf diese darf man angesichts 
ul des Verhaltens der Polypeptide wohl annehmen, da8 auch in den EiweiBstoffen 
g. die verschiedenen funktionellen Gruppen dem Sulfonierungsmittel, der N-Pyri- 
rm dinium-sulfonséure, gegeniiber ein gleiches Verhalten wie in den Aminosauren 
n- und Polypeptiden zeigen. Die Sulfonierungsmethode soll daher in Verbindung 
- mit Ergebnissen, die man mit anderen Acylierungs- bzw. allgemeinen Sub- 
| stitutionsmethoden, wie z. B. Benzoylierung, Methylierung, Nitrierung, oder 
in mit anderen Methoden der Gruppenbestimmung erzielen kann, herangezogen 
(|- werden, um zu Schlissen iiber Art und Verteilung der funktionellen Gruppen 
ey im Eiwei8molekil zu gelangen. Auch die alkalische Hydrolyse der sulfonierten 


EiweiBstoffe, bei der die Sulfonsiuregruppen nicht abgespalten werden diirften, 

soll in diesem Zusammenhang studiert werden, da dadurch méglicherweise 
Anhaltspunkte iiber die Verkniipfungsstellen der Bausteine im Eiweib- 
K molekiil zu gewinnen sind. 


1) P. Baumgarten u. I. Marggraff, Ber. chem. Ges. 64, 1582 (1931). 
). *) Ber. chem. Ges. 62, 1913 (1929). 
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Beschreibung der Versuche. 


Die Sulfonierung wird in einem doppelwandigen Gefif, 
iihnlich der Fischerschen Trockenpistole, vorgenommen. Der 
innere Raum, der zur Aufnahme der Reaktionsflissigkeit dient, 


endet in einem aufwirts gebogenen Hals, der durch einen Gummi- . 


stopfen mit Glascapillare verschlossen wird. Der auBere Mantel 
nimmt das Kiithlwasser auf, das bei einer Temperatur um 10° 
gehalten wird. Wahrend der Dauer der Reaktion (im Durchschnitt 
1—2 Stunden) wird das GefiB auf einer Schiittelmaschine ge- 
schiittelt. Statt in dieser Schiittelapparatur laBt sich die Reaktion, 
besonders beim Umsatz gréBerer Mengen, mit Vorteil auch in 
einem auBen gekiihlten, mit Riihrwerk versehenen GefaéB durch- 
fiihren. Die zur Verwendung kommende N-Pyridinium-sulfon- 
siure wurde aus Pyridin und Chlor-sulfonsiure-aithylester dar- 
gestellt.+) 

N-Glycin-sulfonsaure, Kaliumsalz KSO,-NH-CH,-COOK + H,0. Man 
lést 3 g Glykokoll und 7 g Kaliumcarbonat in 30 cem Wasser. Die auf 10° 
abgekiihlte Lésung wird mit 8 g N-Pyridinium-sulfonsiure versetzt und bis 
zum volligen oder fast vélligen Verbrauch des Sulfonierungsmittels geschiittelt. 
Man saugt von dem gebildeten Kaliumsulfat ab, athert das Filtrat zur Ent- 
fernung von Pyridin aus, gibt 5 g Kaliumcarbonat hinzu, kihlt auf 10° ab und 
schiittelt mit 5 g N-Pyridinium-sulfonsaure unter den gleichen Bedingungen 
wie das erstemal. Man saugt wieder vom Kaliumsulfat ab und engt das Filtrat 
bis zum Beginn einer Krystallisation — es krystallisieren Sulfat und Carbonat — 
auf dem Wasserbade ein. Nach Absaugen wird mit Essigsture gerade (gegen 

zackmus) angesiuert. Dann fallt man zuerst mit wenig absolutem Alkohol 
das noch in Lésung befindliche Sulfat und schlieBlich mit viel Alkohol das 
Kaliumsalz der N-Glycin-sulfonsiure aus. Anfangs 6lig, erstarrt es bald zu 
einem weiBen Salz. Es wird abgesaugt und mit Alkohol und Ather aus- 
gewaschen. Ausbeute 8,5 g (85°/, d. Th.). Weitere Reinigung nach den An- 
gaben der I. Mitteilung. 

Natriumsalz NaSO,-NH-CH,:-COONa + H,O. 3 g Kaliumsalz, in wenig 
Wasser gelést, werden zu einer Lésung von 2,95 g Natriumperchlorat gegeben. 
Man saugt vom ausgeschiedenen Kaliumperchlorat ab und fallt aus dem Filtrat 
das Natriumsalz mit absolutem Alkohol aus. Kleine weiBe Krystalle, in Wasser 
sehr leicht léslich. Ausbeute 2,2 g. Zur Analyse*) gelangte die lufttrockene 
Substanz. 

C,H,O,;NSNa, + H,O (217,1) Ber. 8S 14,77 Na 21,19 
Gef. ,, 14,77 » 21,40 


Kupfer—Kaliumsalz Cu(O0:0,S:NH-CH,:COO) + KSO,-NH-CH,-COOK 
+- H,O. Man lést getrennt 3 g Kaliumsalz der N-Glycin-sulfonséure und 


1) Ber. chem. Ges. 59, 1169 (1926). 
*) Wegen der Analysendaten vgl. die Dissertationen von Ilse Marg- 
graff (Berlin 1930) und Else Dammann (Berlin 1932). 
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3g Kupferacetat in wenig Wasser, gibt beide Lésungen zusammen und versetzt 
mit absolutem Alkohol. Es fallt ein blaues Ol aus, das sehr bald zu einem 
blauen, krystallinischen Pulver erstarrt. Ausbeute (nach Trocknen auf Ton) 3 g. 
Aus Wasser umkrystallisiert, leuchtend blaue Nadeln. 


C,H,0,)>N.8,K,Cu + 2H,O Ber. N 5,79 S8§ 13,25 K 16,16 Cu 13,14 
(483,99) Gef. ,, 5,75 ,, 13,58 ,, 16,46 ,, 13,07 


Silber—Kaliumsalz 3(AgSO,-NH-CH,-COOAg) + KSO,-NH-CH,:-COOK 
+ H,O. Es fallt beim Versetzen der Lésung von 1 g Kaliumsalz der N-Glycin- 
sulfonséure in wenig Wasser mit einer waBrigen Lésung von 1,4 g Silbernitrat 
sofort als weiBer, krystallinischer Niederschlag aus. Ausbeute 1,3 g. Aus 
Wasser umkrystallisiert, weiBe, glinzende, lichtempfindliche Nadelchen, 
schwer léslich in kaltem Wasser. 


C.H,.0.9N,8,K,Ag, =: H,O (1355,9) Ber. S 9,46 K 5,77 Ag 47,74 


Gef. ,, 9,22 ,, 5,79 », 48,05 


N-Alanin-sulfonsdure, Kaliumsalz 4CH,-CH(NH-SO,K):-COOK + 
3C,H,OH. 4g d-Alanin werden mit 8 g Kaliumcarbonat in 30 ccm Wasser 
velést und mit 9 g N-Pyridinium-sulfonsaéure sulfoniert. Auch hier folgt eine 
zweite Sulfonierung, und zwar unter Verwendung von 5g Kaliumcarbonat 
und 5 g N-Pyridinium-sulfonséure, nachdem Kaliumsulfat und Pyridin durch 
Absaugen und Ausathern entfernt worden sind. Die weitere Aufarbeitung ist 
ebenfalls die gleiche wie im Falle des Kaliumsalzes der N-Glycin-sulfonséure. 
Das Kaliumsalz fallt 6lig aus, erstarrt aber nach Dekantieren der iiber- 
stehenden alkoholischen Lésung und Verreiben mit frischem absoluten Alkohol 
zu einem weiBen Pulver. Es wird abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und — da sehr hygroskopisch — noch atherfeucht in einen Exsiccator iiber 
Phosphorpentoxyd gebracht. Die dekantierte alkoholische Lésung wird im 
Vakuum bis zum Sirup eingedampft und dieser durch Behandeln mit Alkohol 
auf weiteres Kaliumsalz verarbeitet: Man verreibt mit absolutem Alkohol, 
gieBt ihn von dem entstandenen 01 ab und verreibt jetzt das Ol mit frischem 
Alkohol, worauf es krystallinisch erstarrt. Ausbeute 9,3 g (74°/, d. Th.). Das 
Produkt enthalt noch etwas Sulfat und wird durch Lésen in verdiinntem und 
Fallen mit absolutem Alkohol gereinigt. Zur Analyse gelangte die im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd bei der Temperatur des siedenden Acetons (56°) 
cetrocknete Substanz. 


C,oH20.)N,8,K, + 3C,H;OH (1119,4) 
Ber. C 19,29 N 5,01 S 11,46 K 27,95 
Gef. ,, 19,06") ,, 5,12 ,, 11,57  ,, 28,87 


Zur Darstellung der freien N-Alanin-sulfonsaéure wurden 2 g Kalium- 
salz in wenig Wasser gelést und mit 3,6 ccm Perchlorséure (0,391 g/cem) ver- 
setzt. Nach einigem Stehen auf Eis wurde vom ausgeschiedenen Kalium- 
perchlorat abgesaugt und das Filtrat im Vakuumexsiccator tiber Schwefel- 
saure eingedunstet. Die Saure blieb auch nach 5taégigem Stehen im Exsiccator 
sirupartig. 





1) Die Kohlenstoffbestimmung wurde hier, wie auch in allen ibrigen 
Fallen, nach der modifizierten Messingerschen Methode auf fliissigem Wege 
ausgefiihrt. 
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N-Leucin-sulfonsaure, Kaliumsalz (CH,),CH-CH,-CH(NH-SO,K)-COOK, 
Zur Sulfonierung gelangen 2 g d,l-Leucin in 25 ccm Wasser. Fir die erste Sulfo- 
nierung werden 5g Kaliumcarbonat und 4 g N-Pyridinium-sulfonséure be- 
nétigt, fiir die zweite 4 g bzw. 3 g der gleichen Substanzen. Sonst verlaufen 
Sulfonierung und Aufarbeitung unter den bekannten Bedingungen. Das 
zuerst Olig ausfallende Kaliumsalz erstarrt sehr schnell zu einem weiBen krystal- 
linischen Pulver. Ausbeute 3,2 g. Eine Aufarbeitung der alkoholischen Mutter- 
lauge wurde nicht durchgefiihrt. Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum 
bei 100° getrocknet. Sie verlor dabei 2 Mol. Wasser. 


C,H,,0;NSK, (287,36) Ber. C 25,05 N4,87 811,16  K 27,21 
Gef. ,, 25,15 ,, 4,78 ,, 10,79  ,, 27,31 


Zur Darstellung der freien N-Leucin-sulfonsaure wurden 0,5 g des 
nicht bei 100° getrockneten Kaliumsalzes, in wenig Wasser gelést, mit 0,7 ccm 
Perchlorsaéure (0,391 g/cem) versetzt. Auch hier verblieb nach Einengen des 
Filtrates und 2tagigem Verweilen im Vakuumexsiccator tiber Schwefelsaure 
nur ein sirupéser Riickstand. 

Kaliumacetat—Kupfersalz 2 | (CH,),CH-CH,CH OGG * |Cu+3CH,COK. 
0,7 g Kaliumsalz der N-Leucin-sulfonsiure werden in wenig Wasser gelést 
und mit einer waBrigen Lésung von 0,7 g Kupferacetat versetzt. Ausfallen 
mit Alkohol. Produkt: zunachst élig, dann veilchenfarbenes krystallinisches 
Pulver. Ausbeute (nach Trocknen auf Ton) 0,9 g. Die Substanz ist in Wasser 
leicht léslich. Das Acetat wurde qualitativ mit der Essigesterprobe nach- 
gewiesen und quantitativ nach Destillation mit Phosphorséure durch 
Titration der iibergegangenen Essigséure bestimmt. 


C,.H.20;)9N25,Cu, + 3C,H,0,K (839,8) 
Ber. N 3,33 S 7,64 K_ 13,97 Cu 15,14 CH,COO’ 21,08 
Gef. ,, 3,54 »» 7,96 », 13,06 », 15,38 is 21,66 
Silber—Kaliumsalz 5[(CH,),CH -CH,:CH(NH-SO,Ag)-COOAg]+(CH,),CH-: 
CH, -CH(NH-SO,K)-COOK + 24H,0. 0,5 g Kaliumsalz der N-Leucin- 
sulfonsiure werden in wenig Wasser gelést und mit einer Lésung von 0,6 g 
Silbernitrat versetzt. Es fallen weiBe, kleine, lichtempfindliche, schwer lésliche 
Nadeln. Ausbeute 0,7 g. 
CygH ggOgoNeSe¢K.Agi9 + 24H,O Ber. S 6,76 K 2,75 Ag 37,93 
(2844,3) Gef. ,, 6,72 99 2,88 5, 38,14 
N-Asparagin-sulfonsaure, Verbindung des Kaliumsalzes mit dem Mono- 
kaliumsalz der Asparaginséure, KOOC-CH,:CH(NH:-SO,K)-COOK + KOOC: 
CH,:CH(NH,):COOH. Sulfoniert werden 3 g Asparaginséure in 20 cem Wasser 
mit 10 g Kaliumcarbonat und 6 g N-Pyridinium-sulfonséiure und mit 5 g bzw. 
4,5 g der gleichen Substanzen. Sulfonierung und Isolierung des sulfonierten 
Produktes gehen in bekannter Weise vor sich. Ausbeute 4,8 g. Sehr hygro- 
skopisch. Analysensubstanz im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 5b" 
getrocknet. 
CyH,,0,,N.SK, (498,56) Ber. N 5,61 S 6,43 K 31,37 
Gef. ,, 5,16 » 6,46 » ol oe 
Kaliumsalz 2[KOOC-CH,-CH(NH-SO,K)-COOK] + CH,-COOH. 34¢ 
der vorstehend beschriebenen Molekiilverbindung, in 12 cem Wasser gelést, 
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werden in iiblicher Weise 2mal mit je 3 g Kaliumcarbonat und 3 g N-Pyridi- 
nium-sulfonséure sulfoniert. Die anfangs dlig sich abscheidende Verbindung 
erstarrt erst nach wiederholtem Verreiben mit jeweils frischem absolutem 
Alkohol. Ausbeute 3g. Sehr hygroskopisch. Zur Analyse gelangte die im 
Vakuum bei 56° getrocknete Substanz. Die Essigsiure wurde qualitativ als 
Ester nachgewiesen. 
C,H,0,,N.8,K, + C,H,O, Ber. C 16,78 N 3,92 S 8,97 K 32,82 
(714,84)  Gef. ,, 16,11 ,, 4,19 ,, 8,56 ,, 32,45 


N-Glutamin-sulfonsaure, Verbindung des Kaliumsalzes mit dem Mono- 
kaliumsalz der Glutaminséiure KOOC-CH,-CH,-CH(NH:-SO,K):-COOK + 
KOOC-CH,:CH,:CH(NH,)-COOH + H,O. 3g d-Glutaminséure in 20 ccm 
Wasser werden sulfoniert: das erste Mal mit 9g Kaliumcarbonat und 4g 
N-Pyridinium-sulfonséure, das zweite Mal mit 4g Kaliumecarbonat und 2 g 
N-Pyridinium-sulfonsiure. Das Sulfonierungsprodukt erstarrt erst nach mehr- 
maligem Dekantieren des Alkohols und Verreiben mit frischem Alkohol. 
AuBerst hygroskopisch. Ausbeute 6,2 g. Analysensubstanz im Vakuum bei 
56° getrocknet. 

CioHyOuNSK, + H,O Ber. C 22,03 N 5,14 85,88 K 28,72 
(544,60) Gef. ,, 22,74 ,, 4,87 ,, 5,83 ,, 28,14 

Kaliumsalz 2 KOOC-CH,-CH,:CH(NH-SO,K)-COOK + CH,COOH. 3g 
der vorstehend beschriebenen Molekiilverbindung werden wie im entsprechen- 
den Fall der N-Asparagin-sulfonséure in 12 cem Wasser gelést und unter Ver- 
wendung von 5,5 g (zweitemal: 5g) Kaliumcarbonat und 2,5g (zweitemal: 2,5¢) 
N-Pyridinium-sulfonséure sulfoniert. Auch hier erstarrt das Kaliumsalz erst 
nach wiederholtem Verreiben mit stets frischem Alkohol. Ausbeute 3,2 g. 
Sehr hygroskopisch. Analysensubstanz im Vakuum bei 56° getrocknet. 


CoH,20,4NoSoKy + C,H,O, Ber. C19,388 N3,77 88,63 K 31,58 
(742,97)  Gef. ,, 18,92 ,, 4,07 ,, 7,86 ,, 31,16 


N-Serin-monosulfonsaure, Verbindung des Kaliumsalzes mit Serin, 
5HO-CH,:-CH(NH-SO,K)-COOK + 2HO-CH,-CH(NH,):COOH. Man sulfo- 
niert 2 g d,l-Serin in 20 ccm Wasser mit 9,5 g Kaliumcarbonat und 7 g N-Pyri- 
dinium-sulfonséure und nochmals mit 6 g Kaliumcarbonat und 4,5 g N-Pyri- 
dinium-sulfonsiure. Das Filtrat vom Kaliumsulfat wird diesmal nicht ein- 
geengt, sondern gleich mit Essigsiure (gegen Lackmus) neutralisiert und mit 
20 eem Alkohol versetzt. Nach Absaugen des ausgeschiedenen Kaliumsulfats 
fallt das Sulfonierungsprodukt mit viel absolutem Alkohol fast augenblicklich 
als weiBes Krystallpulver aus. Ausbeute 2,6 g. Wenig hygroskopisch. Ana- 
lysensubstanz im Vakuum bei 100° getrocknet. 

C,,H3,03,.N,8;K,>) (1516,65) Ber. N 6,46 S 10,57 K 


2 
Gef, ,, 6,38 », 10,28 99 


Kaliumsalz HO-CH,-CH(NH-SO,K)-COOK. 2g der vorstehend be- 
schriebenen Molekiilverbindung, in 12 cem Wasser gelést, werden 2mal mit 
je 4g Kaliumcarbonat und 3 g N-Pyridinium-sulfonsdure sulfoniert und auf- 
gearbeitet, wie oben angegeben. Ausbeute 1,8 g. Nicht hygroskopisch. Ana- 
lysensubstanz im Vakuum bei 100° getrocknet. 

C;H;,O,NSK, (261,31) Ber. C 13,78 N 5,36 S 12,27 K 29,92 
Gef. ,, 13,98 » it )0 On IS >», 29,76 
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N-Oxy-prolin-monosulfonsaure, Kaliumsalz 
KOOC:-CH:CH,:CH(OH)-CH,-N-SO,K. 


1 g 1-Oxy-prolin wird in 10 cem Wasser mit 2,5 g Kaliumcarbonat und 
2,7 g N-Pyridinium-sulfonsiure und nochmals mit 2 g Kaliumcarbonat und 
2 ¢ N-Pyridinium-sulfonsture sulfoniert. Aufarbeitung wie in den letzten 
beiden Beispielen. Das 6lig ausfallende Kaliumsalz erstarrt nach kurzem Ver- 
reiben. Ausbeute 2g. An der Luft nicht zerflieBlich. Die Analysensubstanz 
war aus verdiinntem Alkohol mit absolutem ausgefallt und zuerst bei 56°, 
dann bei 100° im Vakuum getrocknet worden. 
C,H,O,NSK, (287,32) ser. C 20,88 N 4,88 8 11,16 K 27, 
Gef. ,, 20,85 » 4,90  ,, 10,87 2» 2, 
0,N-Tyrosin-disulfonsaéure, Verbindung des Kaliumsalzes mit dem 
sauren Kaliumsalz der O,N-Tyrosin-disulfonsiure, KSO,-O-C,H,-CH,- 
CH(NH:SO,K)-COOK + KSO,:0-C,H,:CH,-CH(NH-SO,K)-COOH. Man 


~ 


. 


2 
] 


~I It 


geht von 3g 1-Tyrosin in 30 cem Wasser aus. An N-Pyridinium-sulfonsiure 
und Kaliumcarbonat werden gebraucht: das erstemal 6,75 g bzw. 6g, das 


zweitemal 4 ¢ bzw. 3,5 g. Zu dem mit Essigséure angesauerten Filtrat werden 

40 ccm und nach Absaugen vom Kaliumsulfat noch 200 cem Alkohol gegeben. 

Die Verbindung fallt sofort als weiBes Krystallpulver aus. Ausbeute 3,2 ¢. 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 100° getrocknet. 

C,.H,;0,,.N.8,K,; (872,90) Ber. C 24,74 N 3,21 8 14,71 K 22,40 

. 6, 39 On 
Gef. ,, 24,62 ,, 3,18 ,, 15,10  ,, 22,29 


Die Substanz ist im Gegensatz zum normalen Kaliumsalz der O, N-Ty- 


rosin-sulfonsiure!) nicht an der Luft zerflieBlich; sie ist in Wasser leicht, aber 


auch in Alkohol etwas léslich. Auf Zusatz der berechneten Menge Kalium- 
hydroxyd geht sie in das normale Kaliumsalz iiber. 

N,N’-Cystin-disulfonsaure, Kaliumsalz 4[(KOOC-CH(NH:SO,K)-CH,: 
S),] + 3CH,:COOH. Zur Umsetzung gelangen 2,5 g der Molekiilverbinduns 
des Kaliumsalzes der N, N’-Cystin-disulfonsiure mit Cystin?), gelést in 10 ecm 
Wasser, 4 ¢ Kaliumcarbonat und 3 g N-Pyridinium-sulfonséure. Der zweiic 
Sulfonierungsansatz betrigt 4 g Kaliumecarbonat und 1,7 g N-Pyridinium- 
sulfonsiure. Aufarbeitung wie in den vorangehenden Beispielen. Das zuers' 
élig ausfallende Kaliumsalz erstarrt beim Verreiben mit Alkohol. Ausbeute 2 ¢. 
Sehr hygroskopisch. Analysensubstanz im Vakuum bei 100° getrocknet. 

CopHyOpoNoSioKye + 3CyH,O, (2391) 

ser. C 15,05 N 4,68 S, 10,72 Sig 21,45 K 26,15 

Gef. ,, 14,90 »» 4,55 »>°) 10,71 »4) 21,88 »9 26,21 

N-Arginin-monosulfonsaure, Kaliumacetat-Monokaliumsalz 4 NH, - 
C(: NH): NH-CH,:CH,:CH,:CH(NH-SO,K)-COOH + CH,:COOK. 3 g d-Ar- 
gininhydrochlorid werden zur Entfernung der Salzsiure in waBriger Losung 
mit der berechneten Menge Silberacetat behandelt, worauf das nunmelhr 


1) Diese Z. 171, 68 (1927). 

) Diese Z. 171, 67 (1927). 

3) Durch Hydrolyse in salzsaurer Lésung. 
) Durch AufschluB mit Salpetersaure. 
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Argininacetat enthaltende Filtrat mit 6 g Kaliumcarbonat und 4,5 g N-Pyri- 
dinium-sulfonséure und das zweitemal mit 4 g Kaliumcarbonat und 3 g N-Pyri- 
dinium-sulfonséure geschiittelt wird. Nach Ansaéuern des nicht eingeengten 
Filtrats mit Essigsaure wird mit wenig Alkohol geléstes Sulfat und dann mit 


| mehr Alkohol das Sulfonierungsprodukt gefallt. Erstarrt erst beim Verreiben 
mit frischem Alkohol. Ausbeute 3,8 g. Hygroskopisch. Analysensubstanz 
im Vakuum bei 56° getrocknet. — Acetat qualitativ durch die Esterprobe 


nachgewiesen. 
C3,4H5.0.9N,,5,K, + C,H,0,K (1267,44) 
‘Ber. C 24,62 N 17,68 S 10,12 K 15,43 
Gef. ,, 24,89 »» 17,83 » 10,24 K 14,89 
N,N’-Ornithin-disulfonsadure, Kaliumsalz 4KSO,-NH-CH,-CH,:CH,- 
CH(NH-SO,K)-COOK + 3CH,COOH. 0,8 g d-Ornithinhydrochlorid werden 
in waBriger Lésung mit der berechneten Menge Silberacetat umgesetzt. Nach 
Absaugen des ausgeschiedenen Chlorsilbers wird das Filtrat mit 2,5 g Kalium- 
carbonat und 2 g N-Pyridinium-sulfonséure und darauf nochmals mit den 
vleichen Mengen der beiden Reagentien behandelt. Aufarbeitung wie vor- 
stehend. Ausbeute 0,8 g. Sehr hygroskopisch. Analysensubstanz im Vakuum 
bei 56° getrocknet. 
Cy9Hs,03.NsSgKy. + 3C,H,O, (1806,16) 
Ber. C 17,27 N 6,20 S 14,20 K 25,98 
Gef. ,, 16,89 »» 6,45 », 13,81 9» 25,78 
N,N’-Histidin-disulfonsaure, Verbindung des Kaliumsalzes mit dem 
sauren Kaliumsalz der N, N’-Histidin-disulfonsaure 
N(SO,K)-C-CH,:CH(NH-SO,K)-COOK 


CH 
| 
N(SO.K):C-CH,:-CH(NH:SO.K): COOH 
+ CH . weal: ieee acai andi +.1/,CH,-COOH. 
i ' 


i 1 g 1-Histidinhydrochlorid in 10 cem Wasser werden das erstemal mit 3,1 g 
Kaliumearbonat und 3,5 g N-Pyridinium-sulfonséure, das zweitemal mit 2 g 
Kaliumearbonat und 2g N-Pyridinium-sulfonsaure sulfoniert. Aufarbeitung wie 
in den letzten Beispielen. Ausbeute 1,8 g. Die Substanz ist ziemlich hygro- 
skopisch. Ihre waBrige Lésung gibt mit Silbernitrat ein in Nadeln krystalli- 
sierendes Silber—Kaliumsalz. Analysensubstanz im Vakuum bei 100° getrocknet. 
Essigséure qualitativ als Ester nachgewiesen. 

C,2H,30,¢.N,5,K; + 1/2C.H,O, (850,9) 

Ber. C 18,33 N9,88 8 15,07 K 22,98 

Gef. ,, 18,11 »> 9,82 »» 14,55 5» 23,14 
N-Prolin-sulfonsdure, Kaliumsalz KOOC:-CH-CH,-CH,:CH2:N-SO,K. 
Sulfoniert wird 1 g d,1-Prolin in 10 cem Wasser. Der erste Sulfonierungs- 
ansatz betrégt 1,3 g Kaliumearbonat und 1,5 g N-Pyridinium-sulfonsaéure, 
der zweite 1 g Kaliumcarbonat und 1 g N-Pyridinium-sulfonséure. Man arbeitet 
wie bei den letzten Versuchen auf. Ausbeute 1,5 g. WeiBe, seidig glanzende 

Blattchen, die nicht hygroskopisch sind. Analysensubstanz im Vakuum bei 

10° getrocknet. 
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C;H,O;,NSK, (271,32) Ber. C 22,11 N 5,16 S 11,82 K 28,82 
Gef. ,, 21,85 » 5,44 » 11,28 » 28,41 


N-Tryptophan-monosulfonsaure, Kaliumsalz 
—— C-CH,-CH(NH-SO,K)-COOK. 
‘\.NH-CH 
Die Darstellung erfolgt in der gleichen Weise, wie zuletzt beschrieben. 
Zur Sulfonierung kam 1 g 1-Tryptophan in 10 ccm Wasser unter Anwendung 


von 2mal je 1,8 g Kaliumcarbonat und 2 g N-Pyridinium-sulfonséure. Aus- 
beute 0,9 ¢. Kleine Bléttchen, nicht hygroskopisch. Analysensubstanz 


bei 100° im Vakuum getrocknet. 
C,,H,)»0O;N.SK, (360,36) Ber. C 36,63 N 7,77 S 8,89 K 21,70 
Gef. ,, 36,60 ,, 7,86 ,, 8,89 K 21,22 


se 


N-Glycyl-glycin-monosulfonsaure, Kaliumsalz KSO,-NH-CH,-CO- 
NH-CH,:-COOK + H,O. 2g Glycyl-glycin in 15 ccm Wasser werden mit 
2,5 2g Kaliemnostunat il 2,8 g N-Pyridinium-sulfonséure und das zweitemal 
mit 1,7 7 g Kaliumearbonat und 2,1 g N-Pyridinium-sulfonsaure in tiblicher Weise 
sulfoniert. Nach beendeter Reaktion wird vom Kaliumsulfat abgesaugt, das 
Filtrat gleich mit Essigsiure (gegen Lackmus) schwach angeséuert und zunachst 
mit 20 cem absolutem Alkohol versetzt, worauf nach Absaugen des Sulfats das 
Sulfonierungsprodukt durch Zusatz von ungeféhr 100 ccm absolutem Alkoho! 
gefallt wird. Farbloses Ol, erstarrt beim Verreiben mit frischem absoluten 
Alkohol. Man bringt die Substanz nach Waschen mit Alkohol und Ather — 
da hygroskopisch — noch atherfeucht in einen Exsiccator. Ausbeute 2,8 g. 
Zur Reinigung wird sie in 30 vol.-°/,igem Alkohol gelést und aus der filtrierten 
Lésung mit absolutem Alkohol wieder gefallt. Zur Analyse wurde im Vakuum 


bei 100° getrocknet. 


C,H,0,N.SK, + H,O Ber. C 15,67 N9,14 $1047 ~~ K 25,52 
(306,35) Gef. ,, 15,62 ,, 9,12 ,, 10,39 ,, 25,18 


N-Diglycyl-glycin-monosulfonsaure, Kaliumsalz SO,K-NH-CH,-CO- 
NH-CH,:CO:-NH-CH,:-COOK + H,O. 1 g Diglycyl-glycin wird in 10 ccm 
Wasser mit 3,1 g (zweitemal: 2,2 g) Kaliumcarbonat und 3,7 g (zweitemal: 2,5 g) 
N-Pyridinium-sulfonséure sulfoniert. Aufgearbeitet wird wie beim sulfo- 
nierten Glycylglycin. Bei der Fallung mit absolutem Alkohol verwendet man 
10 und 80 cem. Das Glig ausfallende Sulfonierungsprodukt erstarrt erst nach 
mehrmaligem Verreiben mit frischem absoluten Alkohol. Ausbeute 1 g. Sehr 
hygroskopisch. Analysensubstanz im Vakuum bei 56° getrocknet. 


C,H,O;N,SK, +H,O Ber. C1981 N 11,56 $882 K 215 
(363,4) Gef. ,, 19,94 ,, 11,23 ,, 894 ,, 21.66 


N-Leucyl-glycin-monosulfonsaure, Kaliumsalz (CH,),CH-CH,-CH(NH_: 
SO,K):CO:-NH-CH,:-COOK + 2H,0. Zur Umsetzung gelangen 1,7 g Leucyl- 
glycin in 15 ecm Wasser mit 2,7 g iam eitemal: 1,8 g) Kaliumcarbonat und 3,2 g 
(zweitemal: 2,2 g) N-Pyridinium-sulfonsaure. Nach Neutralisation mit Essig- 
siure wird mit 15 cem absolutem Alkohol die Hauptmenge des noch gelésten 
Kaliumsulfats entfernt, wobei sich aber auch schon etwas Sulfonierungs- 
produkt ausscheidet. Aus dem Filtrat wird jetzt mit mehr Alkohol die sulfo- 
nierte Verbindung in Form eines gallertartigen, sehr voluminésen Nieder- 
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schlages ausgefallt. (Ubrigens zeigt auch das zuerst ausgeschiedene Kalium- 
sulfat infolge seines Gehaltes an Sulfonierungsprodukt schon gallertartiges 
Aussehen.) Das Kaliumsalz ist noch stark mit Sulfat verunreinigt. Zur Reini- 
gung wird es zunachst auf Ton an der Luft getrocknet, dann in Wasser geldst 
und die Lésung mit Methylalkohol bis zur Triibung versetzt, worauf man eine 
Stunde stehen ]4Bt. Es scheidet sich reines Kaliumsulfat aus. Das Filtrat 
erweist sich aber immer noch als sulfathaltig; deshalb wird der Zusatz von 
Methylalkohol wiederholt. Die so schlieBlich von Kaliumsulfat befreite, methy]- 
alkoholische Lésung wird im Vakuum eingeengt und aus der konzentrierten 
Lésung mit absolutem Alkohol reines Kaliumsalz der Leucyl-glycin-sulfon- 
saure gefallt. Ausbeute 1,3 g. Schwach hygroskopisch. Analysensubstanz im 
Vakuum bei 100° getrocknet. 


C,H,,0,N.SK, +2H,O Ber. C 25,23 N7,36 S843  K 20,55 
(380,4)  Gef. ,, 24,62 ,, 7,73 ,, 8,47  ,, 20,96 


N-Glycyl-serin-monosulfonsdure, Kaliumsalz KSO,-NH-CH,:CO-NH- 
CH(CH,:OH)-COOK + 1/,C,H,;OH. 2g Glycyl-serin werden in 15 ccm 
Wasser mit 6 g (zweitemal: 4,5 g) Kaliumcarbonat und 6,6 g (zweitemal: 5 g) 
N-Pyridinium-sulfonsaure umgesetzt. Aus dem Filtrat wird nach dem Neutrali- 
sieren mit 20 ccm absolutem Alkohol die Hauptmenge des gelésten Sulfats 
abgeschieden und dann mit 80 ccm Alkohol das Sulfonierungsprodukt gefallt. 
Es zerfallt erst nach 3maligem Verreiben unter jedesmal frischem absoluten 
Alkohol zu einem krystallinischen Pulver. Ausbeute 1,9 g. Zur Reinigung 
lést man in Wasser und fallt mit Alkohol zuerst verunreinigendes Sulfat und 
dann die analysenreine Verbindung aus. Sehr hygroskopisch. Analysensub- 
stanz erst bei 56°, dann bei 100° getrocknet. Der Alkohol wurde qualitativ 
durch die Esterprobe nachgewiesen. 


C,H,O,N,SK, + 1/,C,H;0H Ber. C 21,10 N 821 $9,39 K 22,91 
(341,35)  Gef. ,, 21,55 ,, 8,65 ,, 8,82 ,, 22,76 


0,N-Glycyl-tyrosin-disulfonsdure, Kaliumsalz KSO,-NH-CH,:CO-NH- 
CH(COOK):-CH,:C,H,-0-SO,K + C,H,OH. Zur Umsetzung gelangen 1,5 g 
Glycyl-tyrosin in 10 com Wasser mit 3,3 g (zweitemal: 2,2 g) Kaliumcarbonat 
und 3 g (zweitemal: 2 g) N-Pyridinium-sulfonséure. Nach dem Neutralisieren 
fallt man zunachst mit 15 ccm absolutem Alkohol Kaliumsulfat und dann mit 
mehr Alkohol das Sulfonierungsprodukt aus. Rohausbeute ungefahr 2 g. Das 
Produkt ist noch ziemlich stark mit Kaliumsulfat verunreinigt. Auch nach 
3maligem Lésen in Wasser und fraktioniertem Ausfallen mit absolutem Alkohol 
1aBt es sich kaum von dem verunreinigenden Sulfat trennen, da die Léslich- 
keitsverhaéltnisse beider Substanzen zu ahnlich sind. Immerhin ist das Sulf6- 
nierungsprodukt etwas léslicher in Alkohol als Kaliumsulfat, und man erhalt 
daher durch Eindampfen der vereinigten restlichen alkoholischen Filtrate im 
Vakuum ungefahr 150 mg ganz reines Produkt, das zur Analyse verwendet 
wurde. Es ist sehr hygroskopisch. Zur Analyse wurde im Vakuum bei 56° 
getrocknet. 


C.,H,,0i9.N,8.K, + C,H,OH (558,55) 
Ber. C 27,93 N 5,00 S 11,48 K 21,00 
Gef. ,, 27,65 » 4,76 », 11,08 », 20,23 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIX. 11 
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N,N’, N’ -Histidyl-histidin-trisulfonsaure, Kaliumsalz 
CH N(80,K)-C-CH, CH(NH-80,K)-CO-NH-CH(COOK)-CH,-C{KSO)NW 
~ SN——CH HC NO 

+ H,O 
In diesem Falle kam als Ausgangsmaterial zur Sulfonierung nicht wie in den vor- 
hergehenden Versuchen das (bisher auch nicht isolierte) Peptid, sondern nur 
seine waBrige, alkalische Lésung zur Anwendung. Diese erhaélt man aus Histidin- 
anhydrid, indem man es (1,6 g) mit n-Kalilauge (85 ccm) erst 6 Stunden auf 
der Maschine schiittelt und dann noch einen Tag bei Zimmertemperatur stehen 
la8t. Fir die Zwecke der Sulfonierung stumpft man das Alkalihydroxyd durch 
Einleiten von Kohlenséure ab und dampft die nunmehr carbonat-alkalische 
Lésung des Histidyl-histidins im Vakuum auf ungefaéhr 20ccm ein. Da 
genug Alkalicarbonat vorhanden ist, so sulfoniert man in sonst iiblicher Weise 
nur unter Verwendung von 4,5 Mol. und — beim zweiten Male — 3 Mol. N-Pyri- 
dinium-sulfonsiure. Nach Neutralisation mit Essigséure wird mit 15 ccm 
absolutem Alkohol Sulfat und dann mit 150 ccm Alkohol das Sulfonierungs- 
produkt ausgefallt. Dieses setzt sich erst ganz allmahlich als gelbliches 01 am 
Boden ab und wird nach Imaligem Verreiben mit absolutem Alkohol als 
schwach gelbliches, krystallinisches, sehr hygroskopisches Pulver erhalten. 
Ausbeute 1,9 g. Die Analysensubstanz fallte man aus Wasser mit Alkohol um. 
Sie wurde erst bei 56°, dann bei 100° getrocknet. 


C,2H,,0,:N.S;K, + H,O Ber. C 20,50 N 11,96 813,69 K 22,26 
(702,6)  Gef. ,, 20,12 ,, 12,04 ,, 13,36  ,, 21,55 





Dioxo-piperazine. Zuerst wurde versucht, Dioxo-piperazin in waBriger, 
alkalischer Lésung zu sulfonieren. Zu diesem Zweck wurden 1 g Dioxo- 
piperazin, 6,6 g Kaliumearbonat und 6 g N-Pyridinium-sulfonsaure in 15 ecm 
Wasser 2 Stunden unter den iiblichen Bedingungen geschiittelt. Eine filtrierte 
Probe des Reaktionsgemisches wurde mit iiberschiissigem Bariumchlorid ver- 
setzt, um Sulfat und Carbonat zu fallen, das Filtrat dann mit Salzsaure an- 
gesiuert und zum Sieden erhitzt. Es erfolgte aber keine Fallung von Barium- 
sulfat, auch nicht auf Zusatz von Ammoniumnitrit. Also ist das Dioxo-piperazin 
nicht sulfoniert worden. Ein aéhnlicher Versuch, der unter Verwendung von 
Leucyl-glycinanhydrid durchgefiihrt wurde, verlief gleichfalls, ohne daB 
das Ziel der Sulfonierung erreicht wurde, 

N, N’-Dioxo-viverazin-disulfonsaure, Pyridiniumsalz 

(C;H;NH)O,8-N - CO - CH, 1. 1/,0,H,OH. 
CH,:CO-N-SO,(C;H;NH) 

1,8 g fein gepulvertes Dioxo-piperazin werden mit 8 g scharf ge. 
trockneter N-Pyridinium-sulfonsaéure’) innig vermischt und unter Umriihren 
im Metallbad langsam erhitzt. Um 140° beginnt das Gemisch zu schmelzen, 
ist gegen 150° zu einer homogenen, klaren Schmelze geworden und erstarrt 
schlieBlich beim Umrihren nach einigen Minuten. Der abgekiihlte, sehr harte 
Schmelzkuchen wird méglichst fein zerrieben und das Pulver auf dem Wasser- 
bade mit absolutem Alkohol digeriert, um unverbrauchte N-Pyridinium- 


1) Beziiglich der zu verwendenden N-Pyridinium-sulfonséure vgl. Ber. 
chem. Ges. 64, 1584, Anmerk, (1931). 
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sulfonséure und etwa entstandenes Pyridiniumsulfat herauszulésen. Das 
Pyridiniumsalz der Dioxo-piperazin-disulfonsiure bleibt ungelést zuriick. 
Ausbeute 6,3 g (gegen 90°/, d. Th.). Zur Darstellung analysenreinen Pyridinium- 
salzes lést man unter gelindem Erwarmen in Wasser und fallt mit absolutem 
Alkohol. WeiBe, luftbestandige Krystallnadeln. 


Ci4H,60:N,Se -+ 2/2C,H,;OH (455,3) Ber. N 12,31 8 14,08 
Gef. ,, 12,68 ,, 13,97 


Auch beim Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 100° 
verlor die Substanz ihren Alkoholgehalt nicht. Der Alkohol wurde mit der 
Essigester- und Jodoformprobe nachgewiesen. 

Das Pyridiniumsalz ist in kaltem Wasser relativ schwer léslich. Mit 
salzsaurer Bariumchloridlésung erfolgt, langsam in der Kalte, schnell beim 
Erwarmen, Fallung von Bariumsulfat, die nach ganz kurzer Zeit schon quanti- 
tativ ist. 


. KO,S:N ° CO ° CH, . ee 
Kaliumsalz ‘ : : Die Darstellung des Kaliumsalzes ge- 


CH,:CO-N-SO,K 
schieht am besten aus dem reinen Pyridiniumsalz. Man schiittelt 4,5 g (1 Mol.) 
des fein gepulverten Pyridiniumsalzes mit einer kalten, gesittigten Lésung von 
2,2 g (2,1 Mol.)Kaliumbicarbonat, die man anteilweise hinzugibt, so lange, bis 
sich keine Kohlenséure mehr entwickelt. Das Kaliumsalz fallt quantitativ als 


feiner, krystallinischer, weiBer Niederschlag aus. Aus Wasser umkrystallisiert, 
feine, weiBe Nadeln. 


C,H,O,N,S,K, (350,39) Ber. © 13,70 N800 $1831 K 22,32 
Gef. ,, 13,37 ,, 8,20 ,, 18,43  ,, 22,01 


Die Umsetzung des Pyridiniumsalzes zum Kaliumsalz laBt sich auch 
anstatt mit Kaliumbicarbonat mit Kalilauge durchfiihren. Doch mu8B man 
wegen der unten beschriebenen Aufspaltung der Dioxo-piperazin-disulfonsaure 
durch Alkalihydroxyd mit genau berechneten Mengen arbeiten. Am besten 
verfahrt man so, daB 4,5 g Pyridiniumsalz in der gerade geniigenden Menge 
Wasser gelést und mit einer alkoholischen Lésung von 1,1 g Kaliumhydroxyd 
langsam unter Riihren versetzt werden, wobei dann das reine Kaliumsalz 
sofort ausfallt. Ausbeute 3,8 g (fast quantitativ). Das so erhaltene Kaliumsalz 
(im Vakuumexsiccator tiber Phosphorpentoxyd getrocknet) krystallisiert mit 
1 Mol. Alkohol, der durch die Esterprobe nachgewiesen werden kann, 


C,H,O,N,S,K, + 1C,H,OH (396,44) Ber. S 16,18 
Gef. ,, 15,76 
Beim Umkrystallisieren aus Wasser geht das alkoholhaltige in das alkohol- 
und wasserfreie Kaliumsalz tber. 


Ber. S 18,31 Gef. S 18,14 


Die waBrige Lésung des Kaliumsalzes reagiert neutral. Angesduert 
zerfallt sie in der gleichen Weise wie die des Pyridiniumsalzes. Mit Kupfer- 
sulfat entsteht auch in konzentrierter, waBriger Lésung kein Niederschlag, 
wahrend Silbernitrat nach einigem Stehen eine geringfiigige Fallung verursacht, 
Auf Zusatz von Bariumchloridlésung fallt sofort das 


li* 





164 Paul Baumgarten, Ilse Marggraff und Else Dammann, 


0,8-N + CO - CH, 

CH,:CO-N-SO, 
quantitativer Ausbeute durch Versetzen einer konzentrierten, waBrigen Lésung 
des Kaliumsalzes mit wtberschiissiger, heiBer 10°/,iger Bariumchloridlésung. 
Das in feinen Nadelchen ausfallende Salz ist nach dem Auswaschen mit 
wenig kaltem Wasser analysenrein. 


C,H,O,N,S,Ba +- 2H,O (445,62) Ber. N 6,29  § 14,39 — Ba 30,83 
Gef. ,, 6,50 ,, 14,69 —,, 31,09 


Bariumsalz Ba + 2H,0O. Man gewinnt es in fast 


Aufspaltung der N, N’-Dioxo-piperazin-disulfonséure in alkalischer Lé- 
sung. Die Aufspaltung des Kaliumsalzes der Dioxo-piperazin-disulfonsdure 
wurde zunachst titrimetrisch verfolgt, und zwar unter Verwendung von kohlen- 
siurefreier Kalilauge und Phenolphthalein als Indicator. Phenolphthalein 
kann deswegen verwendet werden, weil sowohl das Kaliumsalz der N, N’-Di- 
oxo-piperazin-disulfonséure als auch das Kaliumsalz der N, N’-Glycyl-glycin- 
disulfonsiure und das Kaliumsalz der N-Glycin-sulfonsiure gegen Phenol- 
phthalein véllig neutral reagieren. Die Versuche wurden in der Weise angestellt, 
daB man das Kaliumsalz der Dioxo-piperazin-disulfonsiure mit 2—3 Mol. 
Kalilauge iiber verschiedene Zeitréaume unter LuftabschluB stehen lieB und nun 
mit Oxalsiure den dann jeweils vorhandenen Uberschu8 an Kalilauge zuriick- 
titrierte. 

Versuch 1: Zu 68 mg Kaliumsalz wurden 5,85 ccm n/10-Kalilauge (ent- 
sprechend 1 Mol. Kaliumsalz zu 3 Mol. Lauge) gegeben. Es wurde geschiittelt 
bis Lésung eingetreten war. Dauer 10 Minuten. Dann wurde sofort mit 
n/10-Oxalsaure (3,7 ccm) zuricktitriert. Fiir die Aufspaltung des Kaliumsalzes 
wurden also 2,15 ccm Kalilauge, entsprechend einem Mol. KOH (ber. 1,95 ccm), 
verbraucht. Das Kaliumsalz der N, N’-Dioxo-piperazin-disulfonsaure ist daher 
quantitativ zum Kaliumsalz der N, N’-Glycyl-glycin-disulfonsdure aufgespalten 
worden. 

Versuch 2: Zu 107,6 mg Kaliumsalz wurden 9,20 cem n/10-Kalilauge 
(entsprechend 1 Mol. Kaliumsalz zu 3 Mol. Lauge) gegeben. Die Riick- 
titration nach 21/, Stunden erforderte 4,3 ccm n/10-Oxalsaure. Es sind also 
4,9 ccm n/10 (oder etwas mehr als 1,5 Mol.) Kalilauge zur Aufspaltung ver- 
braucht worden, d. h. das zunachst quantitativ entstandene Kaliumsalz der 
N, N’-Glycyl-glycin-disulfonséure ist zu rund 50°/, zum Kaliumsalz der N-Gly- 
cin-sulfonsiure aufgespalten worden. 

Versuch 3: Zu 138,8 mg (1 Mol.) Kaliumsalz wurden 7,9 ccm (2 Mol.) 
n/10-Kalilauge gegeben. Auch hier wurde geschiittelt, bis Lésung eingetreten 
war. Man lieB 24 Stunden stehen und titrierte mit n/10-Oxalsaéure zuriick. 
Verbrauch an Oxalséure 0,6 ccm. Die Dioxo-piperazin-disulfonséure ist also 
annéhernd quantitativ zur Glycin-sulfonsiure aufgespalten worden. 

Kaliumsalz der N, N’-Glycyl-glycin-disulfonséure, SO,K-NH-CH,-CO: 
N(SO,K)-CH,-COOK + H,O. 1,5 g Kaliumsalz der N,N’-Dioxo-piperazin- 
disulfonsiure werden mit 34 ccm (1 Mol.) n/8 kohlensaéurefreier Kalilauge ge- 
schiittelt. Nach ungeféhr 10 Minuten ist Lésung eingetreten und damit 
die Reaktion beendet. Man versetzt mit absolutem Alkohol und fallt so das 
Aufspaltungsprodukt als farbloses Ol aus, das sich allmahlich am Boden ab- 
setzt und nach mehrmaligem Verreiben mit frischem absoluten Alkohol zu 
einem weiBen, krystallinischen Pulver erstarrt. Man saugt ab, wascht mit 
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Alkohol und Ather nach und bringt, da sehr hygroskopisch, noch atherfeucht 
in einen Vakuumexsiccator. Ausbeute 1,6 g (gegen 90°/, d. Th.). Analysen- 
substanz erst bei 56°, dann bei 100° getrocknet. 


(,H,0,N.S.K,; + H,O Ber. C 11,30 N 6,60 8S 15,11 K 27,63 
(424,5)  Gef. ,, 11,06 ,, 6,64 ,, 15,10 ,, 28,13 


Die wéBrige Lésung des Kaliumsalzes reagiert neutral. Saéuert man sie 
mit Salzséure an und kocht unter Zusatz von Bariumchlorid kurz auf, so erfolgt 
eine starke Bariumsulfatfallung, die im wesentlichen nach 1—2 Minuten 
beendet ist und sich dann nur noch sehr langsam vermehrt. Das Filtrat gibt 
aber nach langerem Kochen oder sofort, auf Zugabe von Ammoniumnitrit, er- 
neut einen dicken Niederschlag von Bariumsulfat. 

Aufspaltung des Kaliumsalzes der N, N’-Dioxo-piperazin-disulfonsiure 
zum Kaliumsalz der N-Glycin-sulfonséure. 2 g (1 Mol.) Kaliumsalz der Dioxo- 
piperazin-disulfonsaure werden bis zur Auflésung in 90 ccm (2 Mol.) n/8 kohlen- 
saurefreier Kalilauge geschiittelt. Man ]aBt die Lésung 24 Stunden stehen und 
fallt dann mit absolutem Alkohol das Kaliumsalz der Glycin-sulfonsiure aus, 
Ausbeute 2,5 g (88°/, d. Th.). 


C,H,O;NSK, + H,O (249,31) Ber. N 5,62 $ 12,86 K 31,37 
Gef. ,, 6,00 ,, 13,13  ,, 31,35 


Die Identitaét der erhaltenen Substanz mit dem Kaliumsalz der N-Glycin- 
sulfonséure wurde durch die Darstellung des Kupfer—Kaliumsalzes bestatigt. 


Der DeutschenForschungsgemeinschaft, die fiir die Durchfiihrung 
vorstehender Arbeit Mittel zur Verfiigung stellte, sei fiir diese Unterstiitzung 
verbindlichst gedankt. 
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Die titrimetrische Fettbestimmung in kleinen Organmengen. 
Von 
P. Kimmelstiel und H. Becker. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitét Hamburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Mai 1932.) } 


I. Einleitung. 


Zum Zwecke der Ausarbeitung einer Bestimmungsmethode 
kleinster Fettmengen in Organen haben wir versucht, die oxydativ- 
chemische Bestimmungsmethode Bloors mit der quantitativen 
Isolierungsmethode der Fettsiéuren, wie sie fiir gréBere Mengen 
von Kumagawa und Suto!) angegeben wurde, zu verkniipfen. 
Wir sind hierbei zu einigen, fiir den angegebenen Zweck not- 
wendigen Abanderungen und Vereinfachungen gekommen, die in 
vorliegender Mitteilung begriindet werden sollen. 

Im wesentlichen sind wir zunichst den Angaben von Kuma- 
gawa und Suto gefolgt. Allerdings erschien uns in einem Punkt 
eine Unklarheit. Kumagawa und Suto nehmen das durch 
Kochen des Organs mit NaOH gewonnene Verseifungsgemisch 
zunichst in Ather auf und reinigen den Atherextrakt durch Petrol- 
iither. Gegeniiber der unmittelbaren Aufnahme des Verseifungs- 
gemisches in Petroléther hat das Verfahren den Vorteil, da8 man 
mit ihm die gréBten Mengen erhalt. Wenn man aber die Analysen- 
resultate von Kumagawa und Suto einer genaueren Durchsicht 
unterzieht, so kann man daraus entnehmen, daB — gemessen an 
dem Prozentgehalt der H- und C-Werte — das auf dem Umwege 
iiber Ather gewonnene Produkt wesentlich unreiner ist als das- 
jenige, das man durch unmittelbare Aufnahme in Petrolather 
erzielt. Rechnerisch kénnte das Mehr an Fettséuren z. B. einer 
1°/,igen Beimengung von Milchséure entsprechen. Aus diesen der 
Arbeit von Kumagawa und Suto selbst entnommenen Griinden 
sind wir daher zur unmittelbaren Aufnahme des angeséuerten 
Verseifungsgemisches in Petrolither iibergegangen. 

Hieriiber hinaus haben wir versucht, die Aufspaltung des 
Organbreies in einer anderen als der von Kumagawa und Suto 
angegebenen Weise der Verseifung mit Natronlauge vorzunehmen, 





1) Biochem. Z. 8, 212 (1908). 
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um die auf verschiedene Arten von dem gleichen Ausgangsmaterial 
gewonnenen Substrate miteinander vergleichen zu kénnen und die 
Sicherheit der von uns angewandten Methodik zu erhéhen, die von 
der Originalmethode abweicht. 


II. Eigene Versuche 
mit Petrolather als ausschlieBliches Extraktionsmittel. 
1. AufschlieBung des Organmaterials mit rauchender 
Salzséure. 


Der Vorteil, den die Verwendung von Petrolither als aus- 
schlieBliches Extraktionsmittel bietet, wie es Glikin!) zuerst fiir 
Neutralfette versucht hatte und wie von Liebermann-Szekely?) 
zuerst fir Fettséuren vorgeschlagen, kann am besten mit der hier 
zu beschreibenden vereinfachten Fettbestimmungsmethode doku- 
mentiert werden. 

Wie Emil Fischer beim Abbau der Eiweifstoffe gezeigt hat, 
besitzt die von ihm angegebene Aufspaltung des HiweiBes mit 
Salzsiure (bei anschlieBender Veresterung der Aminoséuren mit 
absolutem Alkohol) gegeniiber der alkalischen Aufspaltungs- 
methode von Schiitzenberger den Vorteil, daB der Abbau bis 
zu den Aminoséuren ohne Zersetzung derselben erfolgt, ein Ver- 
fahren, welches bekanntlich Emil Fischer seinerzeit die grofen 
Erfolge in der Erforschung der Eiwei8bausteine sicherte. 

Diese wichtige Erfahrung muBte auch fiir die vorliegende 
Fettbestimmungsmethode insofern von Wert sein, als bei dieser 
Aufspaltungsart des GewebseiweiBgeriistes eines Organs die Bildung 
von fliichtigen oder héheren Fettsiuren aus den Aminoséuren, wie 
sie von Kumagawa und Suto bei der AufschluBmethode mit 
starkem Alkali nach Liebermann-Szekely angenommen wird, 
von vornherein ausgeschlossen werden kann. Ebenso kann die 
Moglichkeit des Abbaues der eigentlichen Fettséuren des im Organ 
enthaltenen Neutralfettes abgelehnt werden, da bei dieser sauren 
Aufspaltung das Neutralfett unverseift bleibt; ein Abbau, der bei 
der alkalischen Aufspaltung und gleichzeitiger Verseifung des Fet- 
tes auf oxydativem Wege eher als méglich zugelassen werden mub. 

Dieser Gedankengang hat zu der folgenden Fettbestimmungs- 
methode gefiihrt. 


Das frische Organ oder Organpulver wird in einem Erlenmeyerkolben 
mit eingeschliffenem Stépsel mit rauchender Salzséure (D = 1,19) langsam 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 95, 107 (1903). 
2) Arch. f. d. ges. Physiol. 72, 360 (1898). 
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unter stetem Schwenken des Kolbens erwarmt, um zunachst das Gewebs- 
eiweiB langsam zu Albumosen und Peptonen abzubauen und dadurch eine 
gleichmaBige colloidale Auflésung zu bewerkstelligen, was relativ schnell 
erfolgt. Erhéht man nun nach geniigend langem Erwarmen die Temperatur 
zum Sieden, so dokumentiert sich die endgiiltige totale Aufspaltung dadurch, 
daB die bis dahin opake Beschaffenheit verschwindet, das Fett ist in Form 
von kleinen Trépfchen zu erkennen und es scheidet sich zugleich ein leichter 
flockiger Niederschlag aus, der in seinen Eigenschaften identisch ist mit der 
bei der Beschreibung der Methode von Kumagawa und Suto erwahnten 
Zwischenschicht, welche beim Schiitteln des angesdiuerten Verseifungs- 
gemisches mit Schwefelaither zuriickbleibt; wie diese hat auch der Niederschlag 
die Eigenschaft, in Alkali léslich zu sein. 

Verdiinnt man nun nach Abkiihlung das stark saure Reaktionsgemisch 
mit der gleichen Menge destilliertem Wasser und schiittelt mit Petrolather 
(Siedep. 30—50°) aus, so tritt wohl zuerst eine schwache Emulsion auf, sie 
scheidet sich aber schnell und der soeben erwahnte Niederschlag sammelt 
sich als lockere, diinne, dunkelbraun gefarbte Schicht zwischen dem waBrigen 
Teil und dem Petrolather. Die Petrolatherausziige werden nun durch Asbest 
filtriert und nach Verdunsten des Petrolithers bei 50° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 


Man erhilt auf diese Weise, besonders bei frischen Organen, 
ein Gemisch von Fettséuren, welches beim Erkalten zu einem fast 
farblosen, 6lig durchsetzten Krystallkuchen erstarrt und an Rein- 
heit von den braunlich gefairbten Fettsiuren, wie man sie nach 
der Methode von Kumagawa und Suto erhalt, stark absticht. 


Als erster Versuch nach dieser Methode wurde die Fettbestimmung in 
einer frischen Fettleber, welche in Stiicken eingewogen wurde, durchgefihrt. 
Gleichzeitig damit ist das Fett nach der Methode von Kumagawa und Suto 
bestimmt worden. 


Salzsiuremethode: 
26,0369 g ergaben 5,7951 g Fettsiuren........ 22,26°/, 
Methode nach Kumagawa und Suto: 
25,9445 g ergaben 5,8269 g Fettsiuren. ....... 22,46°/, 


Nach diesem Versuch wurde in 2 Proben einer anderen Fettleber (breiig 
zerkleinert) nach dem gleichen Analysengang eine Fettbestimmung vor- 
genommen, um zu sehen, ob damit iibereinstimmende Resultate zu erzielen 
sind. Paralle] hierzu wurden Kontrolldoppelanalysen nach der Methode von 
Kumagawa und Suto angesetzt. 


Salzsiuremethode: 
1. 25,1918 g ergaben 1,1573 g Fettsiuren ...... 4,59/, 
2.249385 ¢ , 41,1551g ,, tose Sh 





Mittel  4,61°/, 


Methode nach Kumagawa und Suto: 


1. 26,7665 g ergaben 1,2127g Fettsiuren ...... 4,77°/, 
2. 25,3807 g a 1,2675 g i « ae eee eee 4,73/, 





Mittel 4,75°/, 
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Um eine engere Vergleichsbasis mit der Methode von Kumagawa und 
Suto zu schaffen, wurde die Salzsiuremethode auch an kleineren Mengen 
und an einem getrockneten Organpulver gepriift. Es sind zu diesem Zweck 
Bestimmungen an einem gréBeren Vorrat von Herzmuskelpulver, mit welchem 
auch die anderen Methoden erprobt wurden, vorgenommen worden, und zwar 
jeweils in 3 g Einwage. 


Salzsiuremethode: 

]. 2,9145 g H.M.P. ergaben 0,2651 g Fettsiuren. . . . 9,09°/, 
2. 3,0224g =, “s 0,2781 g - cases OY, 
3. 2,9688 g__,, - 0,2700 g ‘ ican 
4. 3,0036 g_ Si, 0,2691 g ‘i (ee 

Mittel —9,08°/, 

Methode nach Kumagawa und Suto: 

]. 2,9854 g H.M.P. ergaben 0,2741 g Fettséuren. . . . 9,18°/, 
2. 3,0161 gs, ™ 0,2799 g - tin 2a 
3. 2,9430 2 99 0,2725 g ‘ ce ie 
4. 3,0298 g_s,, 9 0,2790 g os i... a, 


 Mittel —9,23°/, 

Die Salzsiuremethode hat gezeigt, daB die direkte Aufnahme 
der Fettséuren in Petrolither ohne Einschaltung von Schwefel- 
iither einwandfreie Resultate mit einem reineren Produkt gibt. 
Wegen des zu langen Arbeitsganges eignet sie sich aber nicht fiir 
den Ausbau zu einer titrimetrischen Methode fiir noch kleinere 
Mengen, wie es der eigentliche Zweck vorliegender Arbeit ist. 


2. AufschlieBung des Organmaterials mit Alkali. 


Kumagawa und Suto haben nachgewiesen'), daf eine 
20°/,ige Natronlauge bei Wasserbadtemperatur die besten Werte 
fiir Fettsaure liefert. Diese Bedingungen sind auch bei der hier 
bearbeiteten abgekiirzten Methode eingehalten worden, schon des- 
wegen allein, um zu zeigen, daf unter gleichen Bedingungen die 
Einschaltung von Schwefelaither beim Ausschiitteln der Fettséuren 
unnotig ist und daB die Anwendung von Petrolither allein das 
Verfahren bedeutend vereinfacht. 

Die abgekirzte Fettbestimmungsmethode kann wie folgt 
zusammengefaBbt werden. 

Das frische Organ oder Organpulver wird mit 20°/,iger Natron- 
lauge auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erwirmt. Nach An- 
siuern dieses Gemisches mit Mineralsiure werden die aus- 
geschiedenen Fettséuren in Petrolither aufgenommen. Kine 
bleibende Emulsion entsteht auch hier nicht. Zwischen dem wiB- 
rigen Teil und der klaren wasserhellen Petrolitherschicht tritt 


1) A.a. O., S. 264. 
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auch hier eine Zwischenschicht aus dem schon wiederholt er- 
wahnten EiweiBabbauprodukt auf, die aber nicht st6ért. Die Petrol- 
iitherausziige werden filtriert, abdunsten gelassen und der Riick- 
stand bei 50° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Anfanglich schien die Anwendung von Natronlauge wegen der Bildung 
von festen Seifen Schwierigkeiten zu machen, besonders bei Organen mit 
hohem Fettgehalt. Es wurde daher an 3 Proben versucht, alkoholische Kali- 
lauge gleicher Konzentration unter Einhaltung der sonstigen gleichen Be- 
dingungen zu verwenden. Die Vorteile der leichteren Arbeit mit der fliissigen 
Seife wird aber durch die notwendig werdende Verdampfung des Alkohols vor 
dem Ausschiitteln mit Petrolither aufgehoben, wenngleich die Resultate 
dadurch nicht beeintrachtigt werden. Es ist deshalb die alkoholische Kali- 
lauge aufgegeben und die Natronlauge nach der Vorschrift von Kumagawa 
und Suto in ihr altes Recht eingesetzt worden. 

Zunachst ist gemeinsam mit der Salzsiuremethode und der Kontroll- 
analyse nach Kumagawa und Suto in der Fettleber, welche in Stiicken 
eingewogen wurde, eine Bestimmung durchgefiihrt worden. 

26,2875 g Fettleber wurden mit 30 ccm 20°/,iger Kalilauge in 50°/,igem 
Alkohol 3 Stunden auf dem Wasserbade am RiickfluBkihler gekocht, der 
Alkohol abgedampft und mit destilliertem Wasser auf das urspriingliche 
Volumen aufgefiillt. Nach Abkiihlen wurde zuerst mit 20 ccm, dann nach 
weiterem Abkiihlen mit weiteren 10 ccm 25°/,iger Saizsiure angeséuert. Das 
abgekiihlte Gemisch wurde darauf zuerst mit 200 ccm, dann 2mal mit je 
70 com Petrolaither (Siedep. 30—50°) ausgeschiittelt. Wie bei der Salzsaure- 
methode entsteht auch hier eine schwache Emulsion, die sich aber schnel! 
scheidet und die bereits erwahnte braune diinne Zwischenschicht hinterlaBt. 
Der Petrolaither ist wasserhell und absolut klar. Der waBrige Teil wird durch 
den Hahn abgelassen, wahrend der Petrolither von oben abgegossen wird. 
Der flockige Riickstand im Schiitteltrichter wird zusammen mit dem waBrigen 
Teil ausgeschiittelt. Ein Wiederauflésen dieses Niederschlages mit Kalilauge, 
wie es Kumagawa und Suto tun, bietet keinen Vorteil, da Petrolather aus 
dieser alkalischen Lésung keine etwaigen Fettsiuren herausholen kann. Die 
vereinigten Petrolausziige wurden iiber Nacht absetzen gelassen und durch 
Asbest filtriert. Nach Verdunsten des Petrolathers wurde bei 50° im elek- 
trischen Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. 


Abgekiirzte Alkalimethode: 


26,2875 g ergaben 5,6807 g Fettsiuren. ....... 21,619/, 
Methode nach Kumagawa und Suto: 
25,9445 g ergaben 5,8269 g Fettsfturen........ 22,46°/, 


Diese etwas gréBere Abweichung von den oben angegebenen Zahlen der 
Salzsiuremethode und der von Kumagawa und Suto ist vielleicht auf die un- 
gleichmaBige Beschaffenheit der betreffenden Leberstiickchen zuriickzufiihren. 

DaB die Aufspaltung mit alkoholischer Kalilauge nach Verdampfung des 
Alkohols dieselben Werte liefert wie die Aufspaltung ohne Alkohol, haben eine 
Reihe Fettbestimmungen an dem gleichmaBigen Praparat des Herzmuskel- 
pulvers gezeigt. 

Zu diesem Zwecke wurden diesmal 6 Proben je 3 g Einwage untersucht. 
Von ihnen wurden die ersten zwei wie oben mit alkoholischer Kalilauge auf- 
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gespalten und nach Verdampfung des Alkohols mit Petrolaither ausgeschiittelt, 
wahrend die ibrigen 4 Proben mit 30 ccm 20°/,iger Natronlauge gespalten 
und im iibrigen wie schon angegeben verfahren. 


Abgekirzte Alkalimethode: 


1. 2,9785 g H.M.P. ergaben 0,2710 g Fettsiuren . . . . 9,10°/, 
2. 2,9704g _,, i. 0,2718 g si os «» ee 
3. 2,9560g¢ _,, »  0,2657 g + + + + 8,99°/, 
4, 2,9634 g . ‘ns 0,2691 g ia toes OOP 
5. 2,9915¢  ,, - 0,2696 g - eae « OIG 
6. 2,9987 ¢ _,, ” 0,2717 g 99 oo os BOOZ, 
Mittel  9,06°/, 
Methode nach Kumagawa und Suto: 
| 1. 2,9854 g H.M.P. ergaben 0,2741 g Fettséuren . . . . 9,18%,) 
2. 3,0161g __s,, »  0,2799 g r ss + + 9,28%5 
3. 2,9430g » 0,2725¢  ,, - + + + 9,26°/, 
) 4. 3,0298¢ _,, »  0,2790 g 7 s+ + + 9,21%7o 
: ai 


Mittel 9,23°/, 

! Um diese Methode gravimetrisch auf kleinere Mengen zu iibertragen, 
wurden weitere 4 Bestimmungen mit einer Einwage von 1 g H.M.P. durch- 
gefiihrt. Fir die AufschlieBung wurde eine geringere Menge von 20 ccm 

| 20°/,iger Natronlauge gewaéhlt und dementsprechend auch nur 20 ccm 25°/,iger 

| Salzsiure zum Anséuern verwendet. Zum Ausschiitteln wurden zuerst 75 ccm, 
dann 2mal 30 ccm Petrolither genommen. Der Arbeitsgang selbst blieb, wie 
schon angegeben, unverandert. 


1. 1,0560 g H.M.P. ergaben 0,0954 g Fettsiuren . . . . 9,04°/, 
2. 1,0340¢ __—=sé, “- 0,0926 g - oe. SSR, 
3. 0,9891g¢ so, - 0,0917 g re roe Sh 
4.0,9691¢ __,, m 0,0887 g a ie * a oe 


-— Mittel ~—-9,10°/, 
38. Kombination der alkalischen AufschlieSungsmethode 
mit der Mikromethode von Bloor. 


Auf Grund der befriedigenden Ergebnisse der alkalischen Auf- 
spaltung wurde versucht, diese Bestimmungsmethode an solchen 
kleinen Mengen Organpulver anzuwenden, deren Fettsiuremengen 
gewichtsmaéBig sich nicht mehr ohne starke Fehlerschwankungen 
feststellen lassen, volumetrisch hingegen vorteilhafter erfaBt 
werden kénnen. Als am besten hierfiir geeignet muB man die 
oxydimetrische Methode ansehen, welche von Bloor’) zur Er- 
mittlung des Fettgehaltes im Blutserum ausgearbeitet wurde. Sie 
beruht bekanntlich im Prinzip darauf, daB die Fettséuren mit 
einem Gemisch von konzentrierter Schwefelsfure und Kalium- 
dichromat in Gegenwart von geléstem Silber als Katalysator zu 
Kohlendioxyd und Wasser verbrannt werden. Aus der Differenz 


1) J. of biol. Chem. 77, 53 (1928); 82, 273 (1929). 
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des vor und nach der Oxydation jodometrisch ermittelten Ge- 
haltes der Mischung an Kaliumdichromat wird die Menge der Fett- 
siuren berechnet. 

Die Arbeitsweise von Bloor ist durch Katsura und Hata- 
kejama?) insofern verbessert worden, als sie ein Oxydations- 
gemisch von 1 cem n-Kaliumdichromatlésung auf 4 cem silber- 
chromathaltige konzentrierte Schwefelsaiure fiir die dauernde Ver- 
wendung bereithalten. Dieses Gemisch gewaéhrt die Moglichkeit 
bei einer Temperatur des siedenden Wasserbades zu arbeiten, 
wahrend Bloor das Verhiltnis von 3 ccm n-Kaliumdichromat- 
lésung auf 5 ccm silberchromathaltige konzentrierte Schwefelsiure 
verwendet und dabei gezwungen ist, eine Oxydationstemperatur 
von 125° einzuhalten. Zur Verringerung der Fehlerbreite schlagen 
diese Autoren weiter vor, das Oxydationsgemisch genauestens zu 
pipettieren und die Endtitration mit n/25-Thiosulfat vorzunehmen. 

Im Verlaufe vorliegender Arbeit hat die Herstellung des 
Oxydationsgemisches eine bedeutende Vereinfachung erfahren, 
indem statt Silberchromat kaéufliches Silbersulfat verwendet wird. 
Man erspart sich die Herstellung von Silberchromat und erhalt 
spielend die Konzentration der Mischung, wie sie von Katsura 
und Hatakejama vorgeschlagen wird. 

5,16 g fein gepulvertes Kaliumdichromat werden zusammen mit 2,5 g 
Silbersulfat chemisch rein (E. Merck) in 60 ccm destilliertem Wasser gelést. 
Es entsteht dabei ein Niederschlag von Silberchromat. Zu diesem Gemisch 
l4Bt man in Abstainden vorsichtig und unter guter Kiihlung 250 ccm konzen- 
trierte Schwefelsiure chemisch rein (1,84) zuflieBen. Man reguliert die Re- 
aktionswairme so, daB etwa ausgefallene Chromséure wieder in Lésung gehen 
kann. Man erhalt so mit Leichtigkeit ein gebrauchsfertiges klares Oxydations- 
gemisch. 

Zur Verminderung der Titrationsfehler haben wir im Verlaufe 
der vielen Analysen statt der Pipettierung des Oxydations- 
gemisches die genaue Wigung desselben auf der analytischen Wage 
vorgenommen, was ohne Schwierigkeit und ebenso schnell geschieht 
und die Genauigkeit nur noch erhéht. Die Verwendung von n/25- 
statt n/10-Thiosulfat bei der Endtitration wurde wegen der groBen 
Fliissigkeitsmengen, die dabei entstehen, fallen gelassen, da auch 
keine Vorteile bei diesen Mengen an Fettsiure, welche hier in 
Frage kommen, zu sehen waren. 

Als Einwage fiir diese Methode wurden 0,07 g des Herz- 
muskelpulvers gewahlt, da hier etwa 7 mg Fettséuren zu erwarten 


1) Biochem. Z. 284, 462 (1931). 
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waren, eine Menge, die als geniigend klein fiir die meisten prak- 
tischen Falle zu bezeichnen ist. Denn sie gestattet bei einem 
geringen Gehalt an Fett von etwa 2°/) schon eine Einwage von 
0,3 g an frischem Organ. Ob diese Methode auf noch kleinere Men- 
gen ausdehnungsfaihig ist, muBten weitere Analysenreihen zeigen. 


4. Vorschrift zur Fettbestimmung in kleinen 
Organmengen. 


Entsprechend einem Fettgehalt von etwa 6—7 mg wird das 
Organpulver (in diesem Falle etwa 0,07 g H.M.P.) oder frisches 
Organ in einem 50 ccm fassenden Erlenmeyerkolben mit ein- 
geschliffenem Stdpsel eingewogen und mit 10 ccm frisch bereiteter 
25°/,iger Kalilauge 3 Stunden auf dem Wasserbade unter 6fterem 
Umschwenken erhitzt. Nach kurzer Zeit lost sich das Unter- 
suchungsmaterial unter schwacher Gelbfarbung der Lauge auf. 
Man bringt den Inhalt noch warm in einen langbirnf6rmig aus- 
gezogenen Schiitteltrichter von 80 cem Inhalt, in welchem 6 g Koch- 
salz vorgelegt worden sind und spilt mit kochendem destilliertem 
Wasser aus einer Spritzflasche in dinnem Strahl nach. Die Ge- 
samtmenge des Spiilwassers soll nicht 5 cem iiberschreiten. Nach 
Kihlung unter der Wasserleitung werden zuerst 4 cem 25°/,iger 
Salzsiure zugesetzt, umgeschwenkt und nach nochmaliger Kihlung 
weitere 3 ccm 25°/,ige Salzsiure zugegeben und gut durchgemischt. 
Es wird nochmals gut abgekithlt und der Inhalt des Trichters mit 
30 cem Petrolither (Siedep. 30—50°) whberschichtet und 100 bis 
200mal kraftig geschiittelt. Man laBt gut absetzen, was sehr 
schnell erfolgt, da sich keine Emulsion bildet. Auch hier bemerkt 
man wieder das Auftreten der schon erwahnten Zwischenschicht 
als zarter, flockiger Niederschlag. Darauf wird der waBrige Teil 
durch den Hahn in den urspriinglichen Erlenmeyerkolben scharf 
abgelassen, wihrend der Petrolather von oben in einen 150 cem 
fassenden Erlenmeyerkolben abgegossen wird. Im Trichter bleiben 
einige Fléckchen von der Zwischenschicht herrihrend, zuriick. 
Der waBrige Teil wird nun wieder in den Trichter zuriickgebracht 
und 2mal mit je 10 ccm Petrolither kraftig wie vorhin aus- 
geschiittelt. Die gesammelten Petrolitherausziige laBt man iiber 
Nacht absetzen und filtriert sie direkt durch den von Kumagawa 
und Suto angegebenen Filtriertrichter mit Asbesteinlage in einen 
EKrlenmeyerkolben mit eingeschliffenem St6psel von 150 cem Inhalt. 
Der Kolben wird dann in den elektrischen Ofen bei 50° zum Ver- 
dunsten des Petrolithers gestellt und iiber Nacht bei dieser Tempe- 
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ratur trocknen gelassen. Es hinterbleibt ein geringer konsistenter 
farbloser Riickstand, der nach Abkiihlung sich als weiBer krystalli- 
nischer Hauch am Boden und etwas hochgekrochener Rand zu 
erkennen gibt und die Ausbeute an Fettsiuren ausmacht. Damit 
ist die Isolierung der Fettsiuren beendet und es folgt nunmehr die 
eigentliche quantitative Erfassung derselben. 

Zu diesem Zwecke werden je nach Bedarf 9—10 ccm des 
oben hergestellten Oxydationsgemisches direkt in den Kolben 
eingewogen und daneben die gleiche Menge in einen leeren Kolben 
zur Durchfiihrung eines Leerversuches. Die verschlossenen Kolben 
werden auf dem siedenden Wasserbade 3 Stunden erhitzt. 

Man kiihlt nun beide Kolben gut ab und titriert den Inhalt 
derselben mit n/10-Natriumthiosulfatlésung, nachdem man mit 
50 cem destilliertem Wasser verdiinnt, abgekihlt und 10 ecm 
10°/,ige Jodkaliumlésung mit einigen Tropfen Stirkelésung zu- 
gegeben hat. 

Der Verbrauch an Thiosulfatlésung fiir den Leerversuch dient 
zur Berechnung der theoretischen Menge Thiosulfatlosung fiir das 
mit den Fettsiuren eingewogene unverbrauchte Oxydations- 
gemisch. Die Differenz zwischen dieser ermittelten Zah] und dem 
Verbrauch an Thiosulfatlésung fiir die Titration nach der Ver- 
brennung der Fettsiuren stellt das Aquivalent an n/10-Kalium- 
dichromat fiir die zu ermittelnde Menge von Fettsiuren dar. Da 
fiir 1 mg Fettsdéuren zur vollstandigen Verbrennung 8,6 ccm n/10- 
Kaliumdichromat erforderlich sind, kann dann die absolute Menge 
an Fettsiuren errechnet werden. 

Nach dieser Vorschrift sind hier 24 Bestimmungen ausgefiihrt worden. 


Davon muBten fiinf wegen ihrer zu stark abweichenden Resultate aus- 
geschieden werden, wahrend weitere drei verungliickten. 


1. 70,9 mg H.M.P. verbrauchten 23,28 ccm n/10-K,Cr,O, 9,12°/, 
2. 68,6mg_Csa, . 22,59 ccm 9,00°/, 
3. 80,5 mg _,, - 26,33 com = 9,08°/, 
4.74,.2mg_,, ‘ 24,08 ccm ‘~ 9,02°/, 
5. 69,3 mg ,, - 22,48 ccm = 9,00°/, 
6. 70,6mg ,, m 22,87 ecm - 9,00°/, 
7. 70,6 mg * a 22,65 ccm - 8,92°/, 
8. 76,9 mg ” ‘i 25,01 com “* 9,03°/, 
9. 73,5 mg _,, - 23,97 ccm - 9,06°/, 
10. 72,0mg_ss,, a 23,52 ecm ‘i 9,07°/, 
11. 64.3 mg ,, - 20,83 com m 9,00°/, 
12. 69,1 mg - - 22,55 com si 9,06°/, 
13. 66,1 mg - i 21,70 ccm 9,12°/, 
14. 77,5mg_s,, 4 23,40 cem a 9,09°/, 
15. 69,8 mg mn m 22,71 cem io 9,03°/, 





Mittel  9,04°/, 





d 
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Von den iibrigen 16 Analysen seien die Ergebnisse im vorstehenden 
angefihrt. 


Das Mittel bei dieser Methode liegt etwas tiefer als diejenigen 
der gravimetrischen Methode, bestitigt aber deren Befund. Die 
Fehlergrenze innerhalb der Methode selbst bewegt sich um + 1,0°/). 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Es wird eine einfachere Methode zur Bestimmung kleiner 
Fettmengen in Organen beschrieben. 

2. Gegeniiber der bisher nach Kumagawa und Suto iiblichen 
Fettsaureisolierung wird die unmittelbare Aufnahme der Fett- 
sdure aus dem angesiuerten Verseifungsgemisch in Petrolither 
angewandt. 

3. Diese Abkiirzung des Verfahrens wird begriindet durch den 
héheren Reinheitsgrad der erhaltenen Substrate und durch Ver- 
gleich von Werten, die durch verschiedenartige Aufspaltung der 
Organmassen erhalten wurden. 

4. Die Gegeniiberstellung der Mittelwerte fiir das Herz- 
muskelpulver, welche nach den hier durchgefiihrten verschiedenen 
Methoden erzielt wurden, bietet folgendes Bild: 


Methode Kumagawa und Suto............ 9,23 9/, 
eee eee eee 9,08 °/, 
Alkalische Spaltung und Extraktion direkt mit Petrolither 9,08 °/, 
Be TOU tt th ew 9,04 °/, 


Aus diesen Vergleichszahlen geht hervor, da8 bei Anwendung 
von Petrolather als ausschlieBliches Extraktionsmittel auf ver- 
schiedene Weise eine iibereinstimmende Ausbeute an Fettsiuren 
erzielt wird, welche entsprechend der Elementaranalyse von 
Kumagawa und Suto als rein anzusehen sind.!) Diese Ausbeute 
hegt um etwa 11/,°/, niedriger als die relativ héheren Werte nach 
der Methode von Kumagawa und Suto, die aber entsprechend 
ihrer eigenen Analysen auf Verunreinigungen zu beziehen sind. 

Aus diesem Grunde darf die etwas geringere Ausbeute bei der 
direkten Extraktion mit Petrolither den Anspruch erheben, dem 
eigentlichen Gehalt an Fettsiuren naiherzukommen. 





1) A. a. O., S. 329, 330. 
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Uber die Hemmungstypen und den Mechanismus 
der katalatischen Reaktion. 


3. Mitteilung iiber Katalase.}) 
Von 


Kurt G. Stern. 


Mit 16 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium des Strahleninstitutes 
am Rudolf Virchow-Krankenhaus, Berlin). 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Mai 1932.) 


Uber Stérungen der katalatischen Hydroperoxydspaltung durch eine 
Reihe physikalischer und chemischer Faktoren ist von zahlreichen Autoren 
berichtet worden. Von diesen seien hier A. Jolles, C. H. Neilson und Mit- 
arbeiter, G. Senter, L. Stern und F. Battelli, L. Michaelis und H. Pech- 
stein, S. Morgulis und Mitarbeiter, H. v. Euler und Mitarbeiter, P. Rona 
und Mitarbeiter, K. Tanaka, C.G.Santesson, K.Zeile und H. Hell- 
strom, K.G. Stern genannt. Literaturzusammenstellungen finden sich bei 
C. G. Santesson?), 8. Morgulis*), C. Oppenheimer’), J. B.S. Haldane- 
K. G. Stern.®) Die vorliegende Untersuchung kniipft an die Abhandlung von 
L. Michaelis und H. Pechstein®) iiber die Katalase der Leber an, in welcher 
unter anderem der Versuch enthalten ist, den Mechanismus der Neutralsalz- 
wirkung auf das Enzym auf reaktionskinetischem Wege aufzuklaren. Wir 
stellten uns die Aufgabe, das eigene experimentelle Material in ein Schema 
der Inaktivierung der Katalase einzuordnen, das nach Moéglichkeit alle 
Mechanismen umfassen sollte. 


Die Stérung einer beliebigen enzymatischen Reaktion ist in 
folgender Weise moglich: 


I. Chemische Mechanismen. 


A. Reversible Prozesse (Hemmungsvorgange). 
a) Hemmung durch Affinitait (kompetitive Hemmung) 
1. des Hemmungsk6rpers zum Enzym, 
2. des Hemmungskorpers zum Substrat. 


1) I. und II. Mitteilung vgl. Diese Z. 204, 259 (1932); 208, 86 (1932). 
2) Skand. Arch. f. Physiol. 44, 262 (1923). 

3) Ergebn. d. Physiol. 28, I, 308 (1924). 

4) Die Fermente II. Bd. 1840ff. (1926). 

5) Allgemeine Chemie der Enzyme (1932). 

6) Biochem. Z. 58, 320 (1913). 
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b) Nichtkompetitive Hemmung (Salzeffekte, Hemmung 
durch indifferente Nichtleiter usw.). 

B. Irreversible Prozesse [Zerst6rung des Enzyms oder Sub- 
strats durch Hitzeinaktivierung, H’-, OH’- und andere Ionen 
in nichtoptimalen Konzentrationen, Oxydationsmittel, 
starken SubstratiiberschuB (nicht bei allen Enzymen), usw. |}. 


II. Physikalische Mechanismen. 


A. Bindung oder Verdiinnung des Reaktionsmediums (Wasser). 

B. Diffusionshemmung (durch Membranen oder Viscositiits- 
erhéhung). 

C. Hemmung durch Verdringungsvorginge (Narkotica und 
capillaraktive Substanzen im allgemeinen). 

D. Entfernung eines Reaktionspartners durch Bindung an ein 
Adsorbens. 

ne Die hier aufgefiihrten Méglichkeiten sollen im folgenden durch 

“a | Beispiele erliutert werden, die sich aus dem Studium der Leber- 

p. | kKatalase-Hydroperoxydreaktion ergeben haben. 





wf Hemmung durch Affinitét des Hemmungskérpers zum Enzym. 
ag 1. Hemmung durch iiberschissiges Substrat. 
on Die Empfindlichkeit der Katalase gegen ihr eigenes Substrat 


ist seit langem bekannt. Nur in stark verdiinnten Hydroperoxyd- 
vir | 6sungen (um 0,01 m) folgt die katalatische Reaktion in erster 
na | Annaéherung der Gleichung fiir eine Reaktion erster Ordnung. Bei 
le Fhéheren H,O,-Konzentrationen wird ein Abfallen der Reaktions- 
_ Jkonstanten erster Ordnung beobachtet. Das gleiche ist in hoch- 
1 Tverdinnten H,O,-Lésungen infolge eintretenden Substratmangels 
der Fall. Das scheinbare Temperaturoptimum der Katalase 
zwischen 0 und 10°C hat darin seine Aufklérung gefunden, daB 
die Zerst6rungsreaktion des Enzyms durch Hydroperoxyd einen 
sr6Beren Temperaturkoeffizienten besitzt als die enzymatische 
Reaktion.!) Obwohl die irreversible Schiidigung des Enzyms durch 
H,O, selbst bei einer Konzentration von 1 n unterhalb 10° C kaum 
merklich ist, wird die katalatische Reaktion bei 0° C deutlich 
9), qdurch Substratkonzentrationen oberhalb etwa 0,4 n gehemmt. 
Ks muB hier also zwischen einer Enzymzerstérung und einer 
Hemmung infolge Substratiiberschusses unterschieden werden. 





1) K. Nosaka, J. Biochemistry 8, 275 (1928); S. Morgulis, M, Beber 
u. I. Rabkin, J. of biol. Chem. 68, 521 (1926). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLX. 12 
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Die Katalase (aus Pferdeleber) steht hinsichtlich ihrer Affinitat 
zum Substrat den hydrolytischen Enzymen naher als den so- 
genannten Desmolasen. Euler und Josephson!) bestimmten 
ihre Michaeliskonstante (gleich dem Parameter der Aktivitits- 
ps-Kurve) zu 0,025 m. Wir finden sie in der gleichen GréBen- 
ordnung bei 0,033 m (vgl. Fig. 1). Beim Studium der katalatischen 
Reaktion in oberhalb der Sattigungsgrenze (um 0,4 n) gelegenen 
Hydroperoxydkonzentrationen wird eine mit der H,O,-Konzen- 
tration ansteigende Hemmung der katalatischen Reaktion ge- 
funden, obwohl eine Zerstérung des Enzyms durch geeignete 
Versuchsbedingungen nach Moglichkeit ausgeschaltet wurde (Ver- 
suchstemperatur: 0° C, optimale Wasserstoffionenkonzentration 
(p,, 7), ausreichende Pufferung (System enthielt 1/,;9 m-Phosphat- 
puffer), niedrige Salzkonzentration, Messung der Anfangs- 
geschwindigkeit (Versuchsdauer 2 Minuten). Wenn wir annehmen, 
daB bei ibermaéBigem Substratangebot zu den beiden Reaktionen: 


E + 8 z= ES und ES > EK + ?P 


Enzym Substrat Spaltprodukte 


als dritter Vorgang die Reaktion ES + $8 ~—~ ES, hinzutritt, wo 
ES, nur in ES und §, nicht jedoch in E und 2P zerfallen kann, so 
fordert die Theorie”), daB bei Anlegung einer Aktivitats-p,-Kurve 
eine Kurve der gleichen Form erhalten wird, wie sie fiir die Be- 
ziehung zwischen Dissoziationsrest eines amphoteren Elektrolyten 
und der Wasserstoffionenkonzentration bekannt ist.8) Der Para- 
meter des absteigenden Kurvenastes ist dann ein MaB8 fiir die 
Affinitit des Komplexes E§ zu dem iiberschiissigen Substrat oder 
mit anderen Worten die Michaeliskonstante fiir die Reaktion 
ES +58 .-* ES,. Wahrend die Kurve fiir den Fall der Lipase aus 
Schafsleber angenaéhert symmetrisch verliuft*), scheint dies bei der 
Katalase nicht der Fall zu sein. 

Aus der Kurve in Fig. 2, die den Bereich der hohen H,0,- 
Konzentrationen umfaBt, ergibt sich fiir die zweite Michaelis- 
konstante der Katalase ein Wert von etwa 0,4 m, der die H,0,- 
Konzentration bei der halben maximalen Hemmung des Enzyms 
durch sein Substrat darstellt. 


1) Liebigs Ann. 452, 158 (1927). 

*) Ableitung bei J. B.S. Haldane u. K. G. Stern, a. a. O., S. 105ff. 

8) Vgl. L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl., 
S. 54 (1922). 

‘) E. Bamann u. M. Schmeller, Diese Z. 183, 149 (1929). 
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it Eine Deutung derVorgiinge, die dieser Hemmung zugrunde liegen, 
a wird im Anschlu8 an den folgenden Abschnitt gegeben werden. 
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Aktivitaéts-p.-Kurven fiir Leberkatalase bei H,O,-Konzentrationen von 0,015—0,348n (Fig. 1) 
i ° und von 0,269-——0,932 n (Fig. 2). 


(Wie ersichtlich, war die Aktivitét des benutzten Enzympraparates in den beiden Versuchs- 
reihen, die an verschiedenen Tagen mit dem gleichen Priparat angesetzt wurden, nicht die 
gleiche. Hiervon wird jedoch die GréBe der Parameter nicht beeinfluBt.) 

12* 





180 


Das einzige bisher bekannte Substrat der Katalase ist das 
Hydroperoxyd. Alkylperoxyde, insbesondere Monoithylhydro- 


15 


Kurt G. Stern, 


2. Effekt substituierter Peroxyde. 
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Aktivitaéts-p,-Kurven mit und ohne 0,13 m-Monoathylhydroperoxyd. 
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peroxyd, werden nicht angegriffen (A. Bach und R. Chodat?), 
ebensowenig Benzo- und Acetoperséure (P.C. Freer und F. G. 
Novy?). Andererseits finden wir, daB die katalatische Hydro- 
peroxydspaltung durch Zusatz von Athylhydroperoxyd erheblich 
gehemmt wird. Es zeigt sich, daB das AusmaB der Hemmung bei 
niedrigen Substratkonzentrationen gréBer ist als bei hdheren 
Hydroperoxydkonzentrationen. Wie der Verlauf der Aktivitits- 
ps-Kurven bei variierter Hydroperoxyd- und konstanter Athyl- 
hydroperoxydkonzentration (etwa 0,13 m) lehrt, ist die Hemmung 
bei maximaler Sattigung des Enzyms mit Substrat fast védllig 
zurickgedringt (Fig. 3). Im Bereich der iiberschiissigen Hydro- 
peroxydkonzentrationen laufen die beiden Kurven annihernd 
symbat. Die hier auftretende Hemmung entspricht der durch das 
Substrat allein bewirkten (Fig. 4). Wir ziehen hieraus den SchluB, 
daB die Hemmung durch C,H;-O-O-H kompetitiver Natur ist: 
Das monosubstituierte Peroxyd konkurriert mit dem Substrat um 
das Enzym unter Bildung einer nichtspaltbaren KEnzym-Hemmungs- 
korperverbindung. In hdheren Substratkonzentrationen ist das 
Gleichgewicht zwischen den 3 Komponenten zugunsten des spalt- 
baren Katalase-H,O,-Komplexes verschoben. 

Das disubstituierte Diithylperoxyd erwies sich in Konzen- 
trationen gleicher GréBenordnung wie das Athylhydroperoxyd als 
indifferent gegeniiber der katalatischen Hydroperoxydspaltung. 
Erst in einer Konzentration von 0,88 m schien eine leichte Hem- 
mung einzutreten. Demnach sind fir die Spaltung selbst beide 
Wasserstoffatome des Hydroperoxyds, fiir eine Bindung an das 
Enzym nur ein Wasserstoffatom erforderlich. Fehlt auch dieses, 
so entsteht ein mehr oder weniger indifferenter Korper. 


Es ist fiir das Problem der Wirkung der Fermenthimine von 
Bedeutung, daB die Peroxydase im Gegensatz zur Katalase den 
Peroxydsauerstoff des Athylhydroperoxyds?) und weiterhin auch 
anderer Verbindungen, wie des Persulfats*) und der Acetopersiure®), 
zu aktivieren vermag. Disubstituierte Peroxyde, wie Dioxymethyl- 
peroxyd und Disuccinyl-peroxyd, hemmen die peroxydatische 


1) Ber. chem. Ges. 36, 1756 (1903). 
2) Amer. chem. J. 27, 161 (1902). 
3) Grimmer, Milchw. Zbl. 44, 246 (1915); H. Wieland u. H. Sutter, 

Ber. chem. Ges. 68, 73 (1930). 

4) M. Dixon, Biol. Rev. 4, 352 (1929). 

5) A.a. O., H. Wieland u. H. Sutter. 
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Reaktion; Diithyl-peroxyd erweist sich auch hier indifferent.') 
Fir die Wirksamkeit der Peroxydase ist demnach nur das Erhalten- 
bleiben eines Peroxydwasserstoffatoms erforderlich. 


Um die kompetitive Hemmung der Katalase durch monosubstituierte 
Alkylhydroperoxyde an weiterem Material nachzupriifen, stellte uns Herr 
Privatdozent Dr. Alfred Rieche-Erlangen freundlichst eine Probe des von 
ihm dargestellten Methylhydroperoxyds zur Verfiigung. Es stellte sich jedoch 
heraus, da} das CH,-O-O-H, welches iibrigens durch Katalase als nichtspaltbar 
gefunden wurde, mit Hydroperoxyd bei vergleichbaren Konzentrationen 
der beiden Kérper momentan unter Verschwinden des letzteren in bisher 
unbekannter Weise reagiert. Mit der Aufklarung dieser Reaktion will sich 
Herr Dr. Rieche befassen. Jedenfalls war es deshalb nicht méglich, mit 
diesem Kérper Hemmungsversuche durchzufiihren. 


3. Theorie der katalatischen Reaktion 


und ihrer Hemmung durch Affinitaéat zum Enzym. 


Die Zerlegung des Hydroperoxyds trigt nach H. Wieland?) den 
Charakter einer Cannizzaroreaktion zwischen zwei H,O,-Molekiilen: 


H H 

| ed 

O O . 
0 6 > O,+2H,0 
LF a 

H H 


Dieses Schema tragt zwar der Entbindung molekularen Sauerstoffs im Ver- 
laufe der Reaktion Rechnung, vermag jedoch von der Art des Eingreifens des 
Enzyms keine anschauliche Vorstellung zu vermitteln. Die Katalase wiirde 
danach als eine ,,Mutase“ anzusprechen sein. 

Im Gegensatz hierzu fassen F. Haber und R. Willstatter*) die Kata- 
lase als eine eisenhaltige, fiir das Substrat H,O, spezifische Dehydrogenase auf. 
Als Ausgangsreaktion fiir die Auslésung einer ,,unpaaren Radikalketten- 
reaktion** formulieren die Autoren 

4 
Katalase -+- H,O, = Desoxy-katalase + O,H . 
Die Verbindung O,H soll den Charakter eines Radikals und die Eigenschaft 
besitzen, Hydroperoxyd unter Freisetzung molekularen Sauerstoffs von 
Wasser und ungeladenem Hydroxyl zu zerlegen: 
nll ad 
O,H + H,O, = O, + H,O + OH. 
Das zweite Radikal OH endlich bildet beim ZusammenstoB mit einer weiteren 
Hydroperoxymolekel das erste Radikal zuriick: 


» 


yal 


an“ 
OH + H,O, = H,O + O,H. 


1) Ebenda; vgl. auch die Ausfiihrungen von A. Rieche, Alkylperoxyde 
und QOzonide, 8S. 25. Dresden 1931. 

*) Ber. chem. Ges. 54, 2361 (1921). 

3) Ber. chem. Ges. 64, 2844 (1931), und zwar S. 2854/55. 
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Zur Erklarung des verschiedenen Verhaltens der Katalase und der Per- 
oxydase gegeniiber dem Hydroperoxyd muB hierbei angenommen werden, daB 
das bei der peroxydatischen Reaktion auftretende ungeladene Radikal OH in 
demselben StoB verbraucht wird, in dem es gebildet wird, da8 ihm mithin 
nicht die Lebensdauer zukommt, die zu einer Umsetzung mit Hydroperoxyd 
und katalatischer Sauerstoffentwicklung erforderlich ist (vgl. hierzu die theo- 
retischen Einwaénde von J. Kenner).') 

Unter Beriicksichtigung dieser Anschauungen und der in den 
vorangehenden Abschnitten niedergelegten Beobachtungen sei ver- 
suchsweise folgende Deutung gegeben: 

Wenn man auf Grund der Arbeiten von K. Zeile und H. Hell- 
stré6m?) die Katalase als die Verkniipfung von Protohimin oder 
eines Isomeren mit einem kolloiden Trager (wahrscheinlich einem 
Protein), also als eine dem Hamoglobin verwandte Verbindung, 
betrachtet, so darf man annehmen, da auch hier die Neigung zur 
Bildung assozilerter Komplexe aus mehreren Einzelmolekiilen gleich 
wie beim Hamoglobin besteht. Die Bedingungen fiir einen erfolg- 
reichen StoB, d.h. fiir die Einleitung einer Radikalkette, sind 
gegeben, wenn ein auftreffendes Hydroperoxydmolekiil zwei be- 
nachbarte Eisenatome im Enzymkomplex unbesetzt vorfindet. In 
diesem Fall kommt es zur voriibergehenden Anlagerung 
des Hydroperoxyds an die beiden HKisenatome (vgl. Fig. 5) 
und einer darauf folgenden katalytischen Aufspaltung 
in zwei ungeladene Hydroxyle. 

Zunachst kénnte man geneigt sein, auf Grund der Erfahrungen tiber die 
kompetitive Hemmung der katalatischen Reaktion durch Monoathylhydro- 
peroxyd die Wasserstoffatome des Substrats als die Haftstellen am Enzym- 


molekiil anzusehen. Wenn man sich jedoch die Anordnung der Valenzelektronen 
im Hydroperoxydmolekiil vergegenwartigt: 


so kann man eine solche Bindung ohne die Hilfsannahme einer Zweiwertigkeit 
des Wasserstoffs nur schwer verstehen. Viel mehr Wahrscheinlichkeit besitzt 
hingegen die Annahme, daB die Anlagerung mit Hilfe der seitlichen Valenz- 
elektronenpaare des Sauerstoffs erfolgt. Der katalytische PrimarprozeB be- 
stinde demzufolge in einer Dehnung der O—O-Bindung bei der Anheftung 
der Molekel an das Fermenteisen, der der Zerfall zwangslaufig folgt. Da 
gezeigt werden konnte, daB die Substitution eines H-Atoms durch ein Alkyl 
Nichtspaltbarkeit zur Folge hat, ist es richtiger, von einer Kisenwirkung auf 


1) Ber. chem. Ges. 65, 705 (1932). 
2) Diese Z. 192, 171 (1930); 195, 39 (1931). 
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das Hydroxy] als notwendiges Ganzes zu sprechen. Da die Katalase bekannter- 
maBen keine anderen hydroxylhaltigen Verbindungen zu spalten vermag, scheint 
eine weitere Vorbedingung fiir die Einleitung einer katalatischen Reaktions- 
kette die symmetrische Verkniipfung zweier Hydroxyle zu sein, wie wir sic 
allein im Hydroperoxyd antreffen. 

Fiir die Wahrscheinlichkeit eines Zerfalls in der genannten 
Richtung sprechen in erster Linie die Befunde von Urey, Dawsey 
und Rice?) bei ihren Untersuchungen tiber das Spektrum und die 
photochemische Dissoziation des Hydroperoxyds. Nachdem die 
Autoren im Spektrum der Verbindung die der OH-Gruppe zu- 
kommenden Banden nachgewiesen haben, fassen sie das Hydro- 
peroxyd als ein ,,Pseudohalogen” auf. Das OH-Molekil besitzt 
die gleiche Anzahl Elektronen wie das Fluoratom. Das H,0,- 
Molekiil sei aus 2 OH-Molekiilen ahnlich aufgebaut wie die Halogen- 
molekiile aus den Einzelatomen. H-O-O-H kann primar auf 
3 Arten dissoziieren: 1. HO-OH, 2. H-OOH, 8. O-H,O. Die 3. Art 
wire wegen der zu leistenden Herauslésung des O-Atoms aus dem 
Komplex unwahrscheinlich. Die Uberschlagsrechnung fiir dic 
Anderungen der freien Energie bei diesen 8 Zerfallsarten ergibt 
1. einen Uberschu8 von annahernd 89 cal., 2. von schatzungsweise 
67 cal. (evtl. weniger) und 8. von genau 55,8 cal. fiir die Energie 
der entstehenden Spaltprodukte iiber die Energie der Ausgangs- 
verbindung.”) Hieraus ergibt sich die Berechtigung, auch fiir den 
katalytischen Zerfall, ebenso wie es die Autoren fiir den photo- 
chemischen Zerfall des Hydroperoxyds angenommen haben, die 
primire Bildung zweier Hydroxyle in der Einleitungsreaktion zu 
postulieren. Denn bei symmetrischer EKinwirkung des Kataly- 
sators auf das Hydroperoxydmolekiil ist der Zerfall an der 
schwichsten Bindung, niémlich an den beiden Valenzelektronen der 
Sauerstoffbriicke, der wahrscheinlichste. 

Wichtig ist in diesem Zusammenhang ferner der durch H. Wie- 
land und H. Lévenskiold§) gefiihrte Nachweis, daB sich Hydro- 
peroxyd bei der Einwirkung auf «, /-ungesaittigte Carbonsaéuren in 
Gestalt zweier OH-Gruppen an die Kohlenstoffdoppelbindung an- 
zulagern vermag. Gegen einen Zerfall des Hydroperoxyds in 
anderer Richtung, etwa in H + O,H gema8 der von Haber und 
Willstatter geforderten monovalenten Reduktion des Ferment- 


1) H.C. Urey, L. H. Dawsey u. F.O. Rice, J. Amer. Chem. Soc. dl, 
1371 (1929). 

*) Berechnet 1929 von Urey, Dawsey und Rice. Vegl. hierzu den 
Nachtrag zu vorliegender Arbeit, S. 205. 

3) Liebigs Ann. 445, 198 (1925). 
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eisens als Kinleitungsreaktion (vgl. §. 182) spricht der Umstand, 
daB das Eisen im Katalasekomplex als stabilisiertes Ferrieisen vor- 
zuliegen scheint, da selbst durch energische Reduktionsmittel, wie 
Hydrosulfit, keine Spektruminderung im Sinne einer Reduktion 
zu Ferroeisen eintritt.1) 

Der weitere Verlauf der Reaktion kénnte dann, wie in Fig. 5 
formuliert, dem von Haber und Willstitter angenommenen 
Kettenmechanismus entsprechen, wobei die Reihenfolge der Radi- 
kale vertauscht ware. 


Einleitung: | a WV 
A I | OH + H,0, = 0,H + H,O..... (1) 
AN. AN, | 0,H + H,0, = 0, + H,0 + OH..... (III). 
F F | 
(rr \ 
Enzym 
Figur 5. 


Schema der katalatischen Reaktion. 


Die Hemmung der katalatischen Reaktion durch tiberschiissiges 
Hydroperoxyd und durch monosubstituierte Peroxyde kann hier- 
nach wie folgt erklirt werden: Bei tibergroBem Substratangebot 
nimmt die Wahrscheinlichkeit, da8 ein mit dem Enzymkomplex 
zusammentreffendes H,O,-Molekiil zwei benachbarte EHisenatome 
unbesetzt findet, wie es zur Spaltung erforderlich ist, ab. Es 
kommt zur ,,Aufrichtung’ der H,O,-Molekiile auf der Enzym- 
oberfliche unter Bindung nur einer Hydroxylgruppe (vgl. Fig. 6). 
Auf diese Weise findet die doppelte Anzahl Substratmolekiile auf 
der gleichen Enzymoberflache Platz. Dieser Zustand entspricht 
dem Komplex E§,, der gemaéB der auf §. 178 gegebenen Theorie 
nicht direkt spaltbar ist. 


re) —(H_0 .0 C,H,) 


-H-- Searaatilltasaaustl 
| J Ey, ene, Pee —— 
( Fe) (0-0 H) ( Fe) (H_0.0—C,H,) 


Fig. 6. Fig. 7. 
Hemmung durch SubstratiiberschuB. Hemmung durch Athylhydroperoxyd. 


Diesem Bilde gliedert sich die kompetitive Hemmung des 
Knzyms durch monosubstituierte Hydroperoxyde, wie wir sie am 





1) K. Zeile u. Hellstrém, a.a.O., 8.178. In alkalischer Lésung 
kann zwar das Eisen der Katalase reduziert werden, doch tritt dann ein 
Verlust der enzymatischen Wirksamkeit ein. 
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Beispiel des Athylhydroperoxyds nachgewiesen haben, in be- 
friedigender Weise ein. Wie die Fig. 7 anschaulich zu machen 
versucht, kommt es hier von vornherein zur_,,aufgerichteten“ 
Bindung des Peroxyds an das Enzym vermittelst der erhalten- 
gebliebenen OH-Gruppe. DaB diese Bindung nicht sehr fest ist, 
beweist die Zuriickdréangung der Hemmung durch steigende 
Hydroperoxydmengen. Die hierbei eintretende Verschiebung des 
Gleichgewichtes zwischen spaltbaren und nichtspaltbaren Enzym- 
peroxydkomplexen zuungunsten der letzteren wird neben den 
Konzentrationsverhaltnissen wohl auch durch die recht strengen 
geometrischen Bedingungen fiir einen erfolgreichen, d. h. zur Ver- 
bindung fiihrenden StoB!) zu begriinden sein: Zu der Abschirmung 
des Kisenatoms durch die heterozyklischen N-Atome des Porphyrin- 
geriistes gesellt sich die Notwendigkeit, daB das auftreffende Per- 
oxydmolekiil mit der erhalten gebliebenen OH-Gruppe zum Enzym 
gewendet ist. Hiernach wird auch das indifferente Verhalten der 
disubstituierten Peroxyde trotz Erhaltenbleibens der Sauerstoff- 
briicke verstindlich. 

Im Einklang mit den Spezifitaétsverhaltnissen ist der Verlauf der per- 
oxydatischen Reaktion offenbar ganz verschieden von dem der katalatischen. 
Da die Peroxydase, wie erwahnt, monosubstituierte Peroxyde vom Typus des 


Athylhydroperoxyds und der Acetoperséure zu aktivieren vermag, reicht hier 
zur Auslésung der Reaktion das Vorhandensein nur eines Wasserstoffatoms 


des Peroxyds hin. 


4. Kffekt der Blauséure und des Kohlenoxyds. 


K. Zeile und H. Hellstrém?) vergleichen die Hemmung der 
katalatischen Wirksamkeit bekannter Konzentrationen porphyrin- 
gebundenen Fermenteisens durch HCN mit der spektroskopisch 
nachweisbaren Bildung der Blauséureverbindung des Enzyms. Wir 
kénnen ihren Befund, daB zur quantitativen Uberfiihrung des 
Enzymeisens in die enzymatisch inaktive Blauséureverbindung 
annihernd aiquimolare HCN-Mengen ausreichen, bestatigen: 

Die Autoren finden als Mittelwert fiir das Verhaltnis zwischen kata- 
latischer Wirksamkeit und spektrophotometrisch ermitteltem Porphyrineisen- 
gehalt k/(Fe,) mg pro 1000 ccm die Zahl 2500. Unser Enzympraparat wies 
an dem Versuchstage ein k von 135 auf. Daraus berechnet sich fiir (Fe,) der 
Wert 0,054 mg/1000 cem. Dies entspricht einer Molaritat des Eisens von rund 
10-> m. Wie das Protokoll Nr. 1 (S. 203) zeigt, war zur fast vélligen Hemmung 
der katalatischen Reaktion unter unseren Bedingungen eine HCN-Konzentra- 
tion von ungefahr 1,6-10-5m erforderlich. Eisen- und HCN-Konzentration 
stimmen demnach befriedigend in der GréBenordnung iiberein. 


1) Vgl. hierzu J. B.S. Haldane, Proc. Roy. Soc. B. 108, 559 (1931). 
2) A. a. O., S. 187 ff. 
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Die Autoren konnten ferner zeigen, daB mit der bekannten 
Abnabme der Blausiurehemmung des Enzyms bei Verdiinnung des 
Versuchssystems eine spektral meBbare Dissoziation des Enzym- 
HCN-Komplexes in seine Komponenten einhergeht. Sie ziehen 
nun aus der Beobachtung von H. v. Euler und K. Josephson}), 
da die Blausiurehemmung der Katalase von der Substrat- 
konzentration unabhangig ist, den SchluB, daB die Bindung des 
Substrats und des Hemmungskorpers an zwei verschiedenen Stellen 
des Knzymmolekiils erfolge und daf das Gleichgewicht zwischen 
Hemmungskorper und Enzym unabhingig von der Reaktion 
zwischen Enzym und §Substrat durch eine fiir die Knzym- 
HCN-Verbindung charakteristische Dissoziationskonstante  ge- 
regelt. wird. 

Hier ist zu bedenken, daB es sich bei der Blauséure- 
hemmung der Katalase trotz der Unabhangigkeit von der Sub- 
stratkonzentration dennoch um eine Hemmung durch Affinitat 
des Hemmungskorpers zur enzymatisch wirksamen Gruppe, 
d. h. zum Fermenteisen, handeln kann, falls namlich die Er- 
héhung der Peroxydkonzentration nicht gleich der Erhéhung 
der Wasserkonzentration im System die HCN-Gruppe vom Eisen 
abzulésen vermag. Wir verweisen auf die analogen Verhiltnisse 
beim sauerstoffiibertragenden Ferment der Atmung, wo der 
Hemmungsgrad durch eine bestimmte Blausiurekonzentration 
sleichfalls unabhangig von der Substratkonzentration, namlich 
vom Sauerstoffpartialdruck gefunden wird.?) Dort wie hier kann 
es kaum zweifelhaft sein, daB sowohl Substrat wie Hemmungs- 
kérper an der gleichen Stelle im Enzymmolekiil, am Enzymeisen, 
angreifen. Besteht somit die Hemmung der Katalase durch HCN 
in einer Blockade des in diesem Enzym konstant dreiwertigen 
Kisens, die in der auch an anderen Ferriverbindungen (z. B. Met- 
haémoglobin) festzustellenden hohen Affinitaét der Ferriform zur 
Blausaure begriindet ist, dann verstehen wir die Beobachtung von 
G. Senter’), sowie von H. Wieland und H. Haussmann‘), daB 
Kohlenoxyd das Enzym, wenn iiberhaupt, nur infolge rein- 
mechanischer Ursachen zu inaktivieren vermag, wie sie auch durch 
vollig indifferente Gase bedingt werden: Nur das zweiwertige 
Hamineisen ist néimlich befahigt, Kohlenoxyd anzulagern, wahrend 


1) Liebigs Ann. 455, 1 (1927). 
2) O. Warburg, Biochem. Z. 189, 354 (1927). 
3) Pharm. Ch. 51, 693 (1905). 

4) Liebigs Ann. 445, 181 (1925). 
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diese Fahigkeit dem dreiwertigen Haimineisen, wie es z. B. in der 
Katalase vorliegt, abgeht.?) | 

Hinsichtlich des Effekts des molekularen Sauerstoffs auf die 
katalatische Reaktion gilt, wie L. Michaelis und H. Pechstein?) 
und H. Wieland und H. Haussmann’) entgegen alteren Angaben 
von P. Waentig und O. Steche?*) zeigen konnten, das gleiche wie 
fiir das Kohlenmonoxyd. Eine Hemmung durch Affinitéat von O, 
zum Knzym wire auch nicht zu erwarten, da O, zwar gemaB der 
Bruttogleichung 2H,0O, =O, +H,O als Spaltprodukt bei der 
katalatischen Reaktion erscheint, sich jedoch bei Auflésung des 
Vorgangs in eine Reaktionskette (vgl. 5. 185) als Produkt einer 
Teilreaktion (III) darstellt, an der das Enzym nicht beteiligt ist. 


5. Hemmung durch Sulfhydrylkorper. 

Die Hemmung der Katalase durch Schwefelwasserstoff wurde 
erstmalig von G. Senter®) beschrieben. Ihre Reversibilitét wurde 
kiirzlich von K. Zeile und H. Hellstrém®) damit bewiesen, dab 
das Spektrum der Katalase-H,S-Verbindung beim Durchleiten von 
Luft in das urspriingliche reine Katalasespektrum wtbergeht. 

Wir haben den Grad der Hemmung der katalatischen Reaktion 
unter sonst identischen Versuchsbedingungen gekennzeichnet 
durch die Verminderung des nach 15 Minuten Versuchsdauer er- 
zielten Hydroperoxydumsatzes, bei Zusatz von K6érpern ermittelt, 
denen in wiBriger Lésung der Gehalt an SH-Gruppen gemeinsam 
ist. Um ein MaB fiir die Starke der Hemmung zu gewinnen, wurden 
die Konzentrationen der Hemmungskérper variert (vgl. Fig. 8) 
und durch graphische Intrapolation diejenige Konzentration des 
Hemmungsk6rpers ermittelt, die unter den Versuchsbedingungen 
eine Verringerung der enzymatischen Leistung um die Halfte 
bewirkt. Diese Art der Vergleichung wurde auch bei allen 
weiteren Hemmungsversuchen gewihlt. 





1) Hiernach muB auch die in der I. Mitteilung dieser Reihe [Diese Z. 204, 
259 (1932)] mitgeteilte Hemmung der nichtgereinigten Katalase farbloser Blut- 
zellen durch CO nicht als Reaktion des Enzyms mit dem Gas, sondern eher als 
ein mechanischer Effekt aufgefaBt werden. Der geringere Umfang der dort 
mitgeteilten Hemmung durch Wasserstoff war dann vielleicht durch Unter- 
schiede in der Durchleitungszeit oder im Druck des durchstrémenden Gases 
begriindet. Die Angabe auf 8. 264 der zitierten Mitteilung, wonach Zeile und 
Hellstrém die Reaktion des CO mit der Katalase spektroskopisch nach- 
gewiesen hatten, beruhte auf einem Irrtum. 

*) Biochem. Z. 53, 320 (1913). 3) a. a. O. 

4) Diese Z. 79, 446 (1912). 5) Z. physik. Chem. 51, 640 (1905). 

*) Diese Z. 192, 171 (1930), und zwar S. 191. 
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Wie Tab. 1 zeigt, ist die Hemmung der Katalase durch Na,§ 


(das bekanntlich in waBriger Losung weitgehend hydrolytisch in 
NaSH gespalten ist), sowie durch NaSH von der gleichen GréBen- 
ordnung wie die durch Blauséiure bewirkte. Trotz der schwicheren, 
doch im Vergleich mit anderen Klassen von Hemmungskoérpern, 
wie Neutralsalzen oder Nichtelektrolyten (vgl. 8. 192f), recht 
erheblichen Wirksamkeit von Cystein und Glutathion, darf mit 
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Hemmung der katalatischen Reaktion 


durch variierende Konzentrationen verschiedener Sulfhydrylk6érper. 


Tabelle 1. 


Vergleich der Konzentrationen an Blauséure und verschiedenen Sulfhydry!l- 
kérpern, die unter sonst identischen Bedingungen die katalatische Reaktion 


halbmaximal hemmen (C55, ), 





Hemmungskérper 





Blauséure 
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Natriumsulfid (N,S) 
Natriumhydrosulfid (NaSH) 
|-Cysteinchlorhydrat 
SH-Glutathion 
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Zeile und Hellstré6m angenommen werden, daB der Mechanismus 
der Hemmung durch Sulfhydrylk6rper der gleiche ist wie derjenige 
durch Blauséure: Das Ferrieisen des Fermenthémins wird komplex 
gebunden und so in seinen katalytischen Funktionen behindert.?) 


Hemmung durch Affinitat des Hemmungskorpers zum Substrat. 
Dieser Fall liegt beispielsweise vor bei der Hemmung der 
katalatischen Reaktion durch Molybdinsiure. Wie die Kurven in 
Fig. 9 zeigen, finden wir eine mit der Konzentration der Molybdin- 
sdiure ansteigende Hemmung, die zu einer vollstandigen Sistierung 
der Reaktion fihrt, wenn eine der Hydroperoxydkonzentration 
aiquimolare Molybdantrioxydmenge zugesetzt wird. 
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Hemmung der katalatischen Reaktion durch variierende MoO,-Mengen. 


J. Brode?) hat nachgewiesen, dai die geméB der Gleichung 
H,O, + MoO, = H,MoO, gebildete Permolybdanséure nur in 


1) Beziiglich der Bildung von LEisenkomplexen mit Cystein und 
Glutathion vgl. L. Michaelis, Oxydations-Reduktions-Potentiale, 8S. 98ff. 
Berlin 1929. 2) Z. physik. Chem. $7, 257 (1901). 





[> Ff teat 2a aut Giese Git OO ar 


5 e&. 


wn es ot 








? 





Uber d. Hemmungstypen u. den Mechanismus d. katalatischen Reaktion. 19] 


sehr geringem Umfange in Hydroperoxyd und Molybdinsiure 
riickdissoziiert. Die Nichtangreifbarkeit der peroxydischen Bin- 
dung im Permolybdiénséiurekomplex durch Katalase ist demnach 
fir diesen Hemmungsmechanismus verantwortlich zu machen. 
Bereits an einem Beispiel aus der anorganischen Katalyse, nimlich 
der Lenkung der Reaktion: 4H,O, + 8,0,” in der Richtung 
250,” + 2H +8H,0 durch Zusatz von Molybdinsiure, hat 
K. Abel?) die Rolle der Permolybdansaure als Arrheniusschen 
Zwischenkérper dargelegt. DaB die peroxydische Sauerstoff- 
bricke bei der Bindung an Molybdanséure erhalten bleibt, wird 
dadurch bewiesen, daB bei der von uns angewandten jodometrischen 
Bestimmung des Hydroperoxyds gerade Molybdiansaéure zur Be- 
schleunigung der Jodabscheidung durch Hydroperoxyd aus KJ in 
schwefelsaurer Lésung als Katalysator zugesetzt wird. 

Der Mechanismus der Hemmung der katalatischen Reaktion 
durch Natriumwolframat scheint derjenigen durch Molybdianséure 
analog zu sein: Auch hier hemmen dem Hydroperoxyd aquimolare 
Wolframatkonzentrationen fast voéllig den Fortgang der Reaktion. 
Zu dieser Klasse von Hemmungskérpern zihlen tberhaupt alle 
Verbindungen (z. B. auch der Cer-, Titan-, Tantalreihe), die befihigt 
sind, bei px 7 bestindige Komplexe mit Hydroperoxyd zu bilden. 

Die Verhaltnisse bei Anwesenheit anderer Enzyme auBer der 
Katalase, wie z. B. der Peroxydase, zahlreicher Dehydrasen, zu 
deren Substraten bekanntlich das Hydroperoxyd gleichfalls zahlt, 
sind nicht ebenso wbersichtlich. Fir die Geschwindigkeit der ver- 
schiedenen enzymatischen Reaktionen ist dann weniger die Konzen- 
tration der Katalysatoren, als ihre Affinitét zum Hydroperoxyd, 
mit anderen Worten ihre Michaeliskonstante, maBgebend. Ks ist 
beispielsweise bekannt, dafi die Hemmung der Peroxydase durch 
hohe H,O,-Konzentrationen durch Zugabe von Katalase auf- 
gehoben wird. Die Affinitaét der Katalase zum Hydroperoxyd ist, 
verglichen mit derjenigen der Peroxydase, gering. Aus diesem 
Grunde vermag die Katalase die Peroxydase gegen die Substrat- 
inaktivierung zu schiitzen, ohne bei der -fiir Oxydationsvorgiinge 
optimalen H,O,-Konzentration merklich mit der Peroxydase um 
das gemeinsame Substrat zu konkurrieren.’) 





1) Z. Elektrochem. 18, 705 (1912); E. Abel u. Braun, Mh. Chem. 34, 
425 (1912); vgl. auch G. M. Schwab, Katalyse, 8. 62. Berlin 1931. 

2) Vgl. hierzu A. Bach u. R. Chodat, Ber. chem. Ges. 36, 1756 (1903); 
ferner J. B.S. Haldane u. K.G. Stern, Allgemeine Chemie der Enzyme, 
S. 74. Dresden 1932. 
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Nichtkompetitive Hemmungsmechanismen. 


Als nichtkompetitive Hemmungen bezeichnen wir diejenigen 
reversiblen Vorginge, bei denen der Hemmungskorper die kata- 
lysierte Reaktion verlangsamt, ohne mit dem Enzym um das 
Substrat oder mit dem Substrat um das Enzym zu konkurrieren. 
Wenn wir von den im letzten Abschnitt zu behandelnden ,,physi- 
kalischen*‘ Mechanismen absehen, kommen hierfiir hauptsachlich 
die Neutralsalze in bestimmten Konzentrationen, sowie organische 
Nichtelektrolyte in Betracht. 


1. Hemmung durch Neutralsalze. 

L. Michaelis und H. Pechstein kommen in ihrer bereits 
mehrfach zitierten Untersuchung zu dem Ergebnis, da das 
hemmende Agens der Neutralsalze in ihren Anionen zu erblicken 
ist, wobei die Reihenfolge von schwacher zu starker Hemmung 
folgende ist: SO, < Cl < Acet.< NO,. Die Autoren glauben, 
die Salzwirkung auf eine kolloide Zustandsinderung der Zwitter- 
ionen des Enzyms zuriickfihren zu kénnen, da die Hemmung bei 
stiirker alkalischer Reaktion, wo das Enzym nur in Form von 
Anionen vorliegt, sehr gering ist, wohingegen im isoelektrischen 
Punkt [bei px 5,41)], wo also fast ausschlieBlich Zwitterionen vor- 
handen sind, die Reaktion durch gesteigerten Salzzusatz fast 
vollig zum §tillstand gebracht werden kann. MHunsichtlich der 
Reihenfolge der Wirksamkeit der Salzanionen, sowie der geringen 
Bedeutung der Kationen kénnen wir, wie die Tab. 2 und 8 zeigen, 
bis auf einige Ausnahmen die Angaben von Michaelis und Pech- 
stein bestatigen. 

Um zu einer genaueren Analyse der Neutralsalzwirkung zu 
gelangen, haben wir die Verhaltnisse bei der Hemmung durch 
Natriumchlorid néher studiert und gelangen zu folgenden Er- 
gebnissen (vgl. Tab. 2). 

Das zunichst benutzte NaCl war ein Praparat fiir analytische 
Zwecke. Bei der Messung der Hemmung der katalatischen Re- 
aktion durch verschiedene Chlornatriumkonzentrationen bei Gegen- 
wart eines Phosphatpuffergemisches von px 7 (etwa m/75 im Spalt- 
system) wurde die zur halbmaximalen Hemmung erforderliche 
Salzkonzentration (mittels graphischer Intrapolation) zwischen 
0,076 und 0,17 n-NaCl, im Mittel zu 0,12 n gefunden (vgl. Tab. 3). 


1) Der isoelektrische Punkt wird von Michaelis und Pechstein (a. a. O.) 
bei px 5,37, von uns unweit hiervon, némlich bei pg 5,58, gefunden [II. Mitt. 
dieser Reihe, Diese Z. 208, 86 (1932)]. 
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Tabelle 2. 


Konzentrationen verschiedener Kalium- und Natriumsalze, die unter den 
Versuchsbedingungen die katalatische Reaktion halbmaximal hemmten. 











Natriumsalz Cen 0 
ee ll 
ES AN ok a OR ee he eek. ee ee ee a ee 
Chlorid .... 0,12 n (Mittelwert) 


Fluorid: Hemmung von 23°/, in 1 n-Lésung. 
Sulfat: Kaum eine Hemmung in bei 0°C gesattigter Lésung (0,6 n). 
Oxalat: Keine Hemmung in bei 0° C gesattigter Lésung (0,6 n). 

















Kaliumsalz C50 
Rhodanid . . ee ee ee a lll 
EE ee ee lll 
Chlorid 0,076 n 


[Phosphatpuffer (prim. Kaliumphosphat/sek. Natriumphosphat) 1:1, 
px 6,98 hemmte in 0,39 n-Lésung um etwa 20°/,.] 


Tabelle 8. 


Halbmaximale Hemmung durch Chloride. 

















Chlorid C50 0/, 
Sa ra a ae ae erm a gone 0,076 n 
A ah eek 6 ee et ale cae 0,12 n 
ai Ge Sr OS es ge we ee SE 0,2 on 
RA Egle ok. ey ty ks ke a A 0,027 n 
EE 0 GOS ee he ee ee: he ew) we 0,048 n 


Die durch Variierung der Hydroperoxydkonzentration von 0,015 
bis 0,86 n bei konstanter NaCl-Konzentration (0,1 n) gewonnene 
Aktivitats-p,-Kurve zeigte gegeniiber der entsprechenden Kurve 
ohne Hemmungsk6rperzusatz einen Verlauf, der fiir eine nicht- 
kompetitive Hemmung kennzeichnend ist. Die Hemmung der 
Reaktion ist namlich, wie Fig. 10 zeigt, in dem untersuchten Sub- 
stratkonzentrationsbereich von etwa dem gleichen prozentualen 
AusmaB. Dies besagt, da die Hemmung nicht auf einer Kon- 
kurrenz des Salzes mit dem Substrat um das Enzym, sondern auf 
einer negativen Katalyse beim Ablauf der Folgereaktion beruht. 

Bei Konstanthaltung der Substrat- sowie Hemmungskorper- 
konzentration und Variierung der Wasserstoffionenkonzentration 
zwischen pu 4 und 8 wurde in Ubereinstimmung mit Michaelis 
und Pechstein eine relative Abnahme der Hemmung nach dem 
alkalischen Gebiet zu gefunden (Fig. 11). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIX, 13 
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Bei diesem Versuch wurde die Beobachtung gemacht, daB der Zusatz 
selbst kleiner Mengen des NaCl-Praparats zum gepufferten Spaltsystem eine 
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Aktivitats-pg-Kurven mit und ohne Zusatz von 0,1 n-NaCl. 
75 T T T 
© 
) Lazy one Lusore 
© © 
~ 
S) 
\ Ob ; 
) 7 
8 
S 
‘y _— * Lreymem- Nad 
S - 
® ps ‘il 
:” i 
‘§ a 
WV ? 
2 x 
S rae 
—_ 
— —_—_— i 1 1 i 
- I 6 7 o 
Fy eee 
Figur 11. 


Py -Kurven mit und ohne Zusatz von n-NaCl. 


erhebliche py-Verschiebung nach der saueren Seite bewirkte. Die elektro- 
metrische Messung des px in einer normalen NaCl-Lésung ergab einen Wert 
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von 4,6. DaB dieser Wert nicht etwa durch die Anwesenheit geléster Kohlen- 
siure bedingt war, wird durch die py-Verschiebung in den n/75-Phosphat- 
puffer enthaltenden Ansatzen belegt. Selbst bei einer Pufferkonzentration 
von m/15 bewirkte ein Zusatz von n-NaCl eine Verschiebung von 636 Millivolt 
nach 607 Millivolt. Um zu priifen, ob die beobachtete Hemmung vielleicht 
nur auf die py-Verschiebung nach der sauren Seite zuriickzufiihren sei, wurde 
diese durch Zusatz von NaOH ausgeglichen. Trotzdem blieb eine erhebliche 
Hemmung der Katalase unter den sonst optimalen Versuchsbedingungen 
bestehen. Dies Ergebnis wurde bei Anwendung von reinstem NaCl (,,Kahl- 
baum“ mit Garantieschein) bestatigt: Auch dies Praparat verschob in normaler 
Lésung das px einer m/75-Pufferlésung um 40 Millivolt nach der sauren Seite. 
Trotz Ausgleich dieser Verschiebung wurde eine erhebliche Hemmung sowohl] 
durch 0,1 wie 1 n-NaCl gefunden (vgl. Protokoll Nr. 2, S. 203). 

Da bei Anwendung hoherer Natriumchloridkonzentrationen 
eine starke Abflachung der Spaltkurve nach etwa 6 Minuten Ver- 
suchsdauer beobachtet wurde, muBte noch gepriift werden, ob es 
sich bei der Hemmung um einen reversiblen oder irreversiblen Vor- 
gang handelt. Die Anordnung wurde hierbei derart gewahlt, dab 
die Spaltung ohne Salzzusatz verglichen wurde mit der Spaltung 
in NaCl-haltigem Versuchssystem durch unvorbehandeltes Enzym, 
sowie mit der Spaltung durch eine Enzymprobe, die etwa 1 Stunde 
lang bei 0° C der Einwirkung der gleichen NaCl-Konzentration aus- 
gesetzt worden war. Hierbei wurde gefunden, daB8 die Hemmung 
durch 0,1 n-NaCl vollig reversibel ist, waihrend 0,5 n-NaCl eine 
teilweise und n-NaCl eine vollige Enzymzerst6rung unter den Ver- 
suchsbedingungen bewirkt (vgl. Protokolle Nr. 3 u. 4, S. 204). 

Zusammenfassend laBt sich sagen: Die Hemmung der Katalase 
durch die Chloride der Alkalien und Erdalkalien ist von etwa gleicher 
GroBenordnung. Die niher untersuchte NaCl-Hemmung ist nicht- 
kompetitiv und nimmt nach der alkalischen Seite der pu-Kurve ab. 
Sie erweist sich als aus drei verschiedenen Effekten zusammen- 
gesetzt: 1. Aus einer px-Verschiebung nach dem sauren, nicht- 
optimalen Gebiet, 2. aus einer irreversiblen Enzymzerstérung 
durch héhere NaCl-Konzentrationen (~ > 0,5 n) und 38. aus einem 
echten, reversiblen ,,Neutralsalzeffekt‘‘, dessen Angriffspunkt nicht 
die Vereinigung des Enzyms mit dem Substrat, sondern eines der 
folgenden Glieder der Reaktionskette zu sein scheint. 


2. Hemmung durch Nichtelektrolyte. 


Es wurde der Effekt einiger organischer Nichtelektrolyte bzw. 
von K6rpern mit sehr kleinen Dissoziationskonstanten auf die 
katalatische Reaktion unter sonst optimalen Bedingungen gepriift. 
Dabei wurden die in Tab. 4 zusammengestellten Ergebnisse erhalten. 
13* 
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Tabelle 4. 


Konzentrationen einiger Nichtelektrolyte, die unter den Versuchsbedingungen 
eine halbmaximale Hemmung der katalatischen Reaktion bewirkten. 








Hemmungskorper C500), 
ll a a a a a ra 2,13 m 
Ee ee ae a 6,3. =m 
NE Pa 9) a" Se ele gti le So ee ee 5,88 m 
CO Ee ee ee a ee ee etwa 0,87 m 
EE ee a ee ee ee ee etwa 0,018 m 
EE ii asp ag NET Ge te Tae: 2a Ae ee etwa 0,03 m 
es hye ne a hela eerily ki ah as a >10 m 
lds ai. a nl Aine ae A a a le lk hs HS etwa 3 m 
I Ui onl Gets ee eM Ee ok ak gl Se etwa 3,7 m 
ee ee ee ee ee ee etwa 5 m) 


Bis auf Form- und Acetaldehyd, die stark giftig wirken, 
hemmen hiernach die Koérper dieser Klasse erst in dem Bereich 
der konzentrierten Lésungen das Enzym halbmaximal. Es soll 
untersucht werden, ob dieser Effekt mit der Anderung der Di- 
elektrizitatskonstante des Versuchssystems zusammenhingt. 


Irreversible Prozesse. 


Bei denjenigen Faktoren, die eine teilweise oder vollige 
irreversible Enzymdesaktivierung bewirken, wird zukiinftig zu 
unterscheiden sein zwischen solchen, die an der prosthetischen 
Himingruppe und solchen, die am kolloiden Trager angreifen. Die 
in Betracht kommenden Faktoren, nimlich Hitzeinaktivierung, 
Schidigung durch gewisse Substrat-, H’- und OH’-, sowie andere 
Ionenkonzentrationen, ferner durch Oxydations- und Reduktions- 
mittel, durch Schwermetallsalze usw. k6nnen erst an Hand weiterer, 
besonders spektroskopischer Untersuchungen den beiden Gruppen 
zugeordnet werden. Uber die Gré8enordnung des Effektes einiger 
Schwermetallsalze, der von Senter auf eine EiweiBdenaturierung 
zuriickgefiihrt wurde, unterrichtet Tab. 5. 


Tabelle 5. 


Konzentrationen an Schwermetallverbindungen, 
die eine Hemmung von 50°/, bewirkten. 








Hemmungsk6érper C500), 
RUS lr a hee. ad Co te a a Hk a RT 6,3°10-3 n 
Pe ioe ck & oo a a ke ewe ee 8 -10-3n 
ike ck a Re ks Oe Bike oe ww whe SD 10-4 n 
D5 GS: a ww 2 -10-!n 
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Die Hemmung der katalatischen Reaktion bei pa 7 durch 
varnerende Hg(Cl,-Konzentrationen zeigt Fig. 12. 
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Figur 12. 
Hemmung der Katalase durch variierende HgCl,-Konzentrationen. 


Zu den Korpern, die bereits in kleiner Konzentration das 
Enzym, wahrscheinlich durch Oxydationsvorginge, zerstéren, 
zihlen die Chlorate und Nitrate. Wir untersuchten den zeitlichen 
Verlauf der Enzymzerstérung durch Natriumnitrat in verschiedenen 
Konzentrationen bei Raumtemperatur. Die Anordnung wurde so 
gewahlt, daB das Enzympriparat mit der Salzlésung vermischt 
wurde. Sogleich danach und dann in Intervallen von 2 Minuten 
wurden Proben entnommen und ihre Aktivitat wie iblich bestimmt. 
Durch das Einbringen der Enzymsalzgemische in die Spaltansiatze 
wurde die Salzkonzentration soweit erniedrigt, daB die Aktivitat 
des noch unversehrten Enzymanteils ungehemmt zur Beobachtung 
gelangte. Das Ergebnis zeigen die Kurven in Fig. 138. Aus ihnen 
geht hervor, daB NaNO, in 0,1 und 0,05 n-Lésung das Enzym 
innerhalb 6 Minuten vollsténdig baw. fast vollig zerstérte; 0,01 n- 
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NaNO, hingegen bewirkte unter den Versuchsbedingungen inner- 
halb der gleichen Zeitspanne keine Desaktivierung 
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Zeitlicher Verlauf der Katalaseschaidigung durch Natriumnitratzusatz. 


Physikalische Hemmungsmechanismen. 


1. Diffusionshemmung infolge Viscositaétserhéhung. 


Bei den physikalischen Hemmungsmechanismen handelt es 
sich durchweg um reversible Vorginge, bei denen entweder infolge 
einer Viscosititserhéhung im Versuchssystem, oder infolge einer 
Verdrangung des Substrats von der Oberfliche der Enzymteilchen, 
oder infolge einer Entfernung des Enzyms aus dem System durch 
die Bindung an ein passendes Adsorbens die Bedingungen fiir einen 
ungestérten Reaktionsverlauf verschlechtert werden. 


Den Einflu8 der Viscositét auf enzymatische Prozesse hat in letzter Zeit 
u. a. S. Freiberger!) im Laboratorium von S. Przylecki studiert. Hierbei 
wurde gefunden, daB erst ein Zusatz von mehr als 4,5°/, Gelatine die amylatische 
Starkespaltung verzégert. Die Ausbildung einer Struktur infolge Erstarrung 
der Gelatine ist von groBem Einflu8. Im Gegensatz dazu wurde keine Hemmung 
der Harnstoffspaltung durch Urease in bis zu 8°/, Gelatine enthaltenden 


Systemen beobachtet. 
Um den Schwierigkeiten zu entgehen, die durch die rasche 
Verfestigung selbst verdiinnter Gelatinelédsungen bei 0°C auf- 


1) Acta Biol. Exper. 6, 143 (1931); Biochemic. J. 26, 705 (1931). 
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treten, wahlten wir als viscosititserhéhende Koérper Glycerin und 
Ovalbumin. Es wurde die Geschwindigkeit der katalatischen 
Reaktion unter sonst optimalen Versuchsbedingungen bei Zusatz 
varilerender Mengen dieser Substanzen bestimmt und die auf- 
tretende Hemmung mit der Viscosititserhdhung verglichen. Die 
Bestimmung der Viscositét erfolgte mittels Ostwaldschen Vis- 
cosimeters bei der Temperatur der Spaltversuche (etwa 0° C). 


Die Figg. 14 und 15 zeigen das Ergebnis. 
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Figur 14. 
Einflu8 von Glycerin auf die Geschwindigkeit der katalatischen Reaktion 
und auf die Viscositat des Systems. 





Daraus geht hervor, daf fiir die Geschwindigkeit der Reaktion 
nicht allein die Erhéhung der Viscositaét, sondern auch die Natur 
des Zusatzkérpers von Wichtigkeit ist. So bewirkt ein Zusatz von 
8°/, Ovalbumin eine Hemmung der enzymatischen Reaktion um 
etwa 27°/, und eine Steigerung der Viscositaét um 50°/,. Anderer- 
seits bewirken 35°/, Glycerin eime Hemmung von 12°/, und eine 
Viscositatssteigerung um das siebenfache. 





200 Kurt G, Stern, 


2. Hemmung durch Verdraingungsvorginge. 


C.H. Neilson und O.P. Ferry*) priiften vor langerer Zeit 
den Effekt von Hypnotica auf die Nierenkatalase. Die von ihnen 
beobachtete Reihenfolge der Hemmung des Enzyms durch Chlore- 
ton, Chloralamid, Chloralhydrat, Crotonchloral, Paraldehyd, Ure- 
than und Hedonal entspricht angenihert der hypnotischen Wirk- 
samkeit dieser Kérper. In Tab. 6 sind unsere Ergebnisse mit 
eigen Narkotica zusammengestellt. Der Vergleich mit den in 
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Einflu8 von Ovalbumin. 


Klammern gesetzten Ausgangssubstanzen zeigt mit Ausnahme des 
Paraldehyds und Athylurethans die verstiirkte hemmende Wirkung 
dieser Narkotica auf die katalatische Reaktion. 

Am Beispiel des Methylharnstoffs wurde sodann untersucht, 
welche Wirkung die Variation der Substratkonzentration auf die 
Hemmung des Enzyms durch eine konstante Menge des Narkoticums 


1) Amer. J. Physiol. 14, 248 (1905). 
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Tabelle 6. 


Hemmung der Katalase durch einige Narkotica, 
ausgedrickt in der zur halbmaximalen Hemmung erforderlichen Konzentration. 











Narkoticum C50), 
gh ko at ea” ks He aS eae es e's 0,016 m 
Ee ee ee ee ee > 10 m 
Se ae ee nang 0,03 m) 
Tribromathylalkohol (Avertin) ....... . whigens 5:10-4 m 
cis ky ¥. ) 4 4 a kOe es i: ae 6,3  m) 
I, kk Sw we we A po heer 0,064 m 
Ee ee eae hb ne 0,14 m 
ee ee ee etwa 0,0002 m 
DS 3. gS es i ee t *% etwa 3,4 =m 
I 6h re, beg Ae aaa: a tee etwa 3,7 m) 


besitzt. Die Aktivitats-p.-Kurven (vgl. Fig. 16) ohne und mit 
0,2 m-Methylharnstoff zeigen, da8 das AusmaB der Hemmung bei 
steigender Substratkonzentration abnimmt. Aus diesem Befunde 
folgt, daB die Hemmung der Katalase durch diese Korperklasse 
wohl die gleiche Ursache hat wie ihre narkotische Wirksamkeit : 
Sie blockieren vermége ihrer Capillaraktivitét die katalytisch 
wirksamen Oberflichen. Im Falle der Katalase verwehrt die 
Methylharnstoffhiille dem Hydroperoxyd den Zutritt zur Enzym- 
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Figur 16. 
Aktivitats-ps-Kurven mit und ohne Zusatz von 0,2 m-Methylharnstoff. 
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oberfliche. Erst bei steigenden Konzentrationen vermag das 
Substrat die Eisenorte zu erreichen, indem es das Narkoticum 
vermoge seiner Affinitét zum Enzym allmahlich verdrangt. Beim 
Sinken der Substratkonzentrationen tritt der umgekehrte Vor- 
gang ein. 


3. Hemmung durch Bindung des Enzymsan Adsorbentien. 


Die Hemmung der katalatischen Reaktion bei Zusatz von 
Calciumehlorid oder Ferrosulfat zu dem mit Phosphat gepufferten 
System ist wahrscheinlich zum Teil auf die Bindung von Enzym 
an den hierbei entstehenden Calcium- bzw. Eisenphosphatnieder- 
schlag zuriickzufiihren. Daf das Enzym leicht von unloslichen 
Phosphaten adsorbiert wird, ist seit der Arbeit von Tsuchihashi!) 
bekannt. Auch bei der Reinigung des zu unseren Versuchen ver- 
wendeten Enzympraparats wurde die Adsorption an Tricalcium- 
phosphat angewandt. Die leichte Eluierbarkeit des Enzyms 
mittels sekundirer Phosphatlésung beweist die Reversibilitit 


dieser Bindung. 
Technik. 

Enzympraparat. Zu sémtlichen Versuchen der vorliegenden Arbeit 
diente das gleiche Enzympraparat, das zu den kataphoretischen Versuchen 
der vorhergehenden Mitteilung?) verwendet wurde und dessen Herstellung 
dort eingehend beschrieben wurde. Von der iiber Chloroform im Kiihlschrank 
aufbewahrten Stammlésung, deren Aktivitat im Laufe der sich iiber etwa 
6 Monate erstreckenden Beobachtungszeit Schwankungen im Sinne einer 
Aktivitatszunahme wie -abnahme unterworfen war, wurde am Versuchstage 
eine Verdiinnung mit Aq. dest. 1:200 bereitet. Die durchschnittliche Aktivitat 
der Stammlésung bewegte sich um k = 200. Bei der gewahlten Verdiinnung 
lag der Wert fiir k-10*, bezogen auf die Reaktionsmischung, gewohnlich etwas 
unterhalb 200, also in der von Zeile und Hellstrém benutzten Gr6éBenordnung. 

Bestimmungsmethode der enzymatischen Aktivitat. Soweit an- 
gangig, wurde die in der ersten und zweiten Mitteilung dieser Reihe beschriebene 
jodometrische Mikromethode angewandt. Wenn die Natur der als Hemmungs- 
kérper zugesetzten Substanzen, z. B. Eisen- oder Kupfersalze, dies nicht zulieB, 
wurde auf die iibliche Bestimmung mit Permanganat zuriickgegriffen. 

Anordnung der Hemmungsversuche. Das anfangliche Reaktions- 
volumen der Ansatze betrug 50 ccm. Hierin waren 35 ccm 0,02 n-H,O, + 
10 cem m/15-Phosphatpuffer (meist vom px 6,98) + Hemmungskérper + 1 ccm 
der Enzymverdiinnung + Aq. ad 50 ccm untergebracht. Die ReaktionsgefaBe 
befanden sich nach entsprechender Vorkiihlung der einzelnen Lésungen in 
schmelzendem Eis. In jeder Versuchsreihe lief neben den Ansatzen mit 
variierenden Hemmungskérperkonzentrationen ein Versuch mit dem Enzym 
ohne Zusatz einher. Alle 5 bzw. 3 Minuten wurden Proben mit geeichten 


1) Biochem. Z. 140, 63 (1923). 
2) Diese Z. 208, 86 (1932). 
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S Pipetten entnommen und die Enzymwirkung durch Uberfiihrung in die mit 
n Schwefelsiure + KJ-Lésung beschickten Vorlagen unterbrochen. Bei der 
n Markierung der Zeit wurde die Auslaufszeit der Pipetten beriicksichtigt. 

bs Da sich die Reaktionskonstanten fiir eine Reaktion erster Ordnung als 


nicht geniigend konstant erwiesen, wurde als MaB der Hemmung das Ver- 
haltnis der Umsatze nach 15 Minuten Versuchsdauer, ausgedriickt in Kubik- 
zentimeter 0,02 n-Thiosulfatlésung, gewahlt. 


























“ Versuche fiir die Aktivitats-pg-Kurven. Hierbei wurden die H,Q,- 
n Konzentrationen unter Konstanthaltung aller iibrigen Versuchsbedingungen 
n variiert. Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch Enzymzerstérung oder 
n sekundare Reaktionen zwischen Substrat und Hemmungsk6rper auszuschalten, 
wurde bei diesen Versuchen der nach 2 Minuten Versuchsdauer gemessene 
% Substratumsatz den Berechnungen zugrunde gelegt. 
n Der Raumersparnis halber sind die Ergebnisse im wesentlichen in Form 
') der Tabellen und Diagramme wiedergegeben, die direkt als Protokolle be- 
> trachtet werden kénnen. 
' Die folgenden Protokolle sind Belege fiir einige im Textteil gemachte 
: Angaben. 
t I. Hemmung der Leberkatalase durch Blausaure bei pq 7 und 0°C. 
HCN-Lésung: Der HCN-Gehalt einer etwa 5°/,igen NaCN-Lésung wurde 
nach Liebig zu 0,027 g pro Kubikzentimeter bestimmt. 20 ccm dieser Lésung 
wurden mit H,SO, gegen Neutralrot neutralisiert und mit Aq. auf 25 ccm auf- 
: gefiillt. 1 cem der Lésung enthielt nunmehr 0,0216 g HCN pro Kubikzentimeter. 
. Hiervon wurden, nach passender Verdiinnung, variierende Mengen zu den 
; Ansatzen gegeben. 
r HCN-Kon- Titration nach =—s |. Umssatz nach 
, 0 Min. | 5 Min. 10 Min. | 15 Min. 15 Min. 
| zentration . Ssibestallintenniamaaseamenetaiiieesnueane 
: ecm cem | ccm | ecm | ccm 
0 3,95 2,84 | 2,20 1,99 1,96 
1,6-10-* m 4,01 3,39 | 2,72 2,26 1,75 
3,2:10-§ m 3,96 3,71 | 3,09 | 2,42 1,54 
1,6-10-> m 3,93 3,92 | 3,90 3,85 0,08 
6,4-10-> m 4,01 4,02 | 4 3,97 0,04 
2 -10-*m 4,1 | 413 | 4,2 | 4,17 0 
8 -10-*m 3,89 {| 4 | 4,15 | 4,17 0 








II. Hemmung der Leberkatalase durch reinstes NaCL. 


Spaltansatze: 1. 0,7 com n-H,O, (entsprechend 35 ccm 0,02 n-H,O,) + 
10 ccm m/15-Phosphatpuffer (pa 6,98) + 38,3 ccm Leitfahigkeitswasser +- 
leem 1:200 verdiinnte Enzymlésung = 50 ccm. 

2. Enthaltend 0,292 g NaCl (,,Kahlbaum‘‘ mit Garantieschein). 

3. Enthaltend 2,92 g NaCl + 5 Tropfen 2 n-NaOH. 


pu-Messungen: 1. 10 ccm Puffer + 39 ccm Leitf.-Wasser. . 635 M.-V. 
ee ee re | a 
i ge eo Geek we eee we be we So 
+ G6 Tropfen 2u-NeOm .......2..4..4-222..s COBH-V. 
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Ergebnis: 





















































Titration nach _ ni 
Ansatz Nr. OMin. | 3Min. 6 Min. | 9 Min. | 12 Min. | 15 Min. lic 
; ecm | cem | cem _ ecm | cem | ecm sp 
1. Ohne Zusatz . | 4,95 | 4,12 | 3,54 | 3,07 | 2,72 | 2,47 N 
2. 0,ln-NaCl . . | 4,86 4,34 4,11 | 4,02 | 3,92 | 3,86 
3. bmeNetl .. . 4,72 4,25 4,13 | 4,09 | 4,01 3,92 AY 
fir 
III. Irreversible Schadigung der Katalase durch n-NaCl. lat 
Ansatze: 1. 0,5 cem n-H,O, + 10 ccm Phosphatpuffer + 38,5 ccm Aq. H. 
+ leem 1:200 verdiinnte Enzymlésung = 50 ccm. de 
2. 0,25 cem Enzymstammlésung + 2,92 g NaCl + 5 Tropfen 2 n-NaOH Bi 
+ Aq. ad 50 ccm. Konzentration an NaCl 1 n. Gemisch 45 Minuten bei 0° 2 ' 
gehalten, sodann 1 cem dieses Gemisches als Enzymlésung zu dem gleichen at 
Ansatz wie 1. gegeben. Hierbei sinkt die NaCl-Konzentration von 1 n auf 
1/,n. Ist die Hemmung durch NaCl in dieser Konzentration reversibel, so Ke 
miuBte die Aktivitét des Enzyms in diesem Versuch gréBer sein als bei 3. - 
3. Zu Ansatz von der Zusammensetzung 1. 2,92 g NaCl + 5 Tropfen : 
2 n-NaOH gegeben. Bei Versuchsbeginn 1 cem der unvorbehandelten Enzym- | lat 
verdiinnung zugesetzt. die 
Ergebnis: ha 
- ———— ers 
NI ssn —— 
Ansatz Nr. 0 Min. | 3 Min. | 6 Min. | 9 Min. | 12 Min. | 15 Min. en 
cem | cem eem | eem | cem | cem nis 
333 | 2,71 | 2,37 | 2,04 | 1,81 | 1,61 ye 
2 3,09 | 3,07 | 3,09 | 3,08 | 3,09 | 3,09 st 
3 2,8 | 2,66 | 2,51 | 2,46 | (2,41) | 2,39 ZW 
n-NaCl schadigt demnach das Enzym irreversibel. un 
du 
IV. Reversibilitat der Hemmung durch 0,1 n-NaCl. fii) 
Anordnung die gleiche wie in Protokoll Nr. 3 beschrieben, jedoch anstatt 
2,92 0,292 g NaCl (entsprechend 0,1 n-NaCl) angewandt. Die Enzym-Na(Cl- J 
Mischung fiir Ansatz 2 wurde 1 Stunde lang bei 0° gehalten. "- 
Titration nach 
Ansatz Nr. 0 Min. | 3 Min. | 6 Min. | 9 Min. | 12 Min. | 15 Min. 
ccm — | ecm | eem | cem i cem | ccm 
1. 3,36 2,85 2,44 | 2,13 | 1,85 | 1,65 . 
Te eS Se. gale 3,37 | 2,84 2,46 1,88 | 1,66 ric 
Pear. 3,38 | 2,93 | 2,71 2,61 | 2,48 | 2,37 gef 





Die Hemmung durch 0,1 n-NaCl erweist sich unter diesen Bedingungen als 
reversibel, 











Uber d. Hemmungstypen u. den Mechanismus d. katalatischen Reaktion. 92()5 


Zusammenfassung. 

1. Es wird ein System der verschiedenen Hemmungsmecha- 
nismen der Katalase-Hydroperoxydreaktion aufgestellt. Die még- 
lichen Hemmungstypen werden an Hand experimenteller Bei- 
spiele niher erliutert und zu unseren Kenntnissen der chemischen 
Natur der Katalase in Beziehung gesetzt. 

2. Athylhydroperoxyd besitzt zu der Katalase eine gewisse 
Affinitat, ohne durch das Enzym spaltbar zu sein. Die Affinitiit 
findet ihren Ausdruck in einer kompetitiven Hemmung der kata- 
latischen Hydroperoxydspaltung. Das Erhaltenbleiben beider 
H-Atome im Hydroperoxyd ist notwendig fiir seine Spaltbarkeit 
durch Katalase. Bei Substitution eines H-Atoms tritt nur eine 
Bindung an das Enzym ein. Sind beide H-Atome, wie im Di- 
iithylperoxyd, substituiert, so resultiert ein indifferenter Korper. 

3. Fiir eine gréBere Reihe von Vertretern verschiedener 
K6rperklassen wird diejenige Konzentration angegeben, die unter 
sonst optimalen Versuchsbedingungen eine Verringerung des kata- 
latischen Umsatzes um die Halfte bewirkt. Die GrdéS8enordnung 
dieser Konzentrationen erlaubt unter Heranziehung anderer An- 
haltspunkte Riickschliisse auf den Mechanismus der Hemmungs- 
erscheinung. 

4. Es wird eine Theorie des Ablaufs der katalatischen Reaktion 
entwickelt, die den Erfahrungen iiber die Katalase und die Mecha- 
nismen ihrer Hemmung gerecht wird. Das Wesentliche hieran 
ist die, auch durch Beobachtungen aus anderen Gebieten ge- 
stiitzte, Annahme des Zerfalls des Hydroperoxyds am Enzym in 
zwei Hydroxyle als Einleitungsreaktion, die sodann in Form einer 
unpaaren Radikalkette nach Haber und Willstatter zur Bil- 
dung von molekularem Sauerstoff und Wasser als Endprodukten 
fiihrt. 


Die Untersuchung wurde ausgefiihrt mit Unterstiitzung der 
..Rumsay-Harriman-Stiftung fiir Dr. Bucky“ und der Schering- 
Kahlbaum A.-G., denen auch an dieser Stelle bestens gedankt sel. 


Nachtrag bei der Korrektur: 


Zum Abschnitt itiber die Theorie 
der katalatischen Reaktion (S. 182ff.). 
Nachdem die Dissoziationswiirme von O, von Herzberg’) und Free- 
richs*) zu 117 keal bestimmt worden ist, bediirfen die auf S. 184 an- 
gefiihrten Zahlenangaben von Urey, Dawsey und Rice einer Revision. 





1) Z. physik. Chem. 4, 223 (1929). *%) Physic. Reviews 36, 398 (1930). 
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Fiir die Reaktion H,O, —-> 20H ergibt sich dann eine negative Wirme- 
ténung von etwa 49 kcal [H,O, = 2H + 20 — 251 keal; 2H + 20 = 20H 
+ 202 keal}; fiir die Dissoziation von H,O, in H + O,H sind 67 kcal er- 
forderlich, yorausgesetzt, daB die zur Ablésung des ersten H-Atoms von 
H,O, benétigte Energie gleich der zur Ablésung von H aus OOH auf- 
zuwendenden ist; die Spaltung von H,O, in O + H,O bendotigt nur etwa 
35 keal [H,O, = 2H + 20 — 251 keal; O + H = OH + 101 kcal; OH + H 
= H,O + 115 keal]. Da das HerausreiBen von O aus H,0,, wie es die 
letzte Gleichung fordert, aus sterischen Griinden und durch den Vergleich 
der Bindungsfestigkeiten zwischen den O-Atomen einerseits und den O- und 
H-Atomen andererseits sehr unwahrscheinlich gemacht wird, bleiben als 
mégliche Einleitungsreaktionen wohl nur die ersten beiden Vorgiinge iibrig. 
Hier benétigt der Zerfall in zwei Hydroxyle etwa 18 kcal weniger als der 
Zerfall in H und O,H. 

Es sei ausdriicklich bemerkt, da8 sich diese Angaben auf Gasreaktionen 
beziehen. Die bei Lésungen zu beriicksichtigenden Hydrationswirmen 
werden also hier vereinfacht gegeneinander aufgehoben. 

Die fiir den in jedem Fall endothermen ersten Schritt der H,O,-Spaltung 
benétigte Energie kann u. U. durch die bei der Anreicherung von Hydro- 
peroxydmolekiilen an der Enzymoberfliche freiwerdende Adsorptionsenergie 
gedeckt werden. Wenn auch hierfiir kaum experimentelle Belege beizu- 
bringen sind, da die Bestimmung von Adsorptionswirmen geldéster Stoffe 
als kleiner Differenz zwischen der eigentlichen Adsorptionswirme des 
Gelésten und der des Lésungsmittels erheblichen Schwierigkeiten begegnet, 
so ist von giinstiger gelagerten Fiillen (Adsorption von Gasen an festen 
Kérpern) her bekannt, daB hierbei Energiebetrige von der Gré8enordnung 
solcher chemischen Dissoziationswirmen auftreten.’) 

Fiir die Nichtspaltbarkeit substituierter Peroxyde durch Katalase kénnte 
vielleicht die Verfestigung der Elektronenhiille der Sauerstoftbriicke bei 
Ersatz von H durch Alkyl verantwortlich sein. Auf eine solche Verfesti- 
gung wird von A. Rieche’) aus der héheren Oktettrefraktion der —O-0O- 
Gruppe H,O, (= 5,90) gegeniiber derjenigen in substituierten Peroxyden 
(z. B. beim Athylhydroperoxyd: 5,44) geschlossen. 

Der von E. Wiegel®) fiir den katalytischen Zerfall von H,O, an kolloiden 
Silberteilchen angenommene Mechanismus, wonach AgOOH als Zwischen- 
kérper fungieren soll, kann fiir die Katalase schon aus dem Grunde kaum 
zutreffen, weil das porphyringebuniene Ferrieisen iiber keine freien 
Valenzen zur Peroxydbildung verfiigt. 

Die energetischen Verhiltnisse sowie die fiir die katalatische Reaktion 
bekannten Daten sollen im Lichte ihrer Auffassung als mikroheterogene 
Katalyse mit angeschlossenen Reaktionsketten in der Liésung 
an anderem Orte niher besprochen werden. 

) Vgl. die Zusammenstellung von H. R. Kruyt und J. G. Modder- 
man, Chem. Reviews 7, 259, (1930). 

*) Alkylperoxyde und Ozonide, S. 101 ff. (Dresden, 1932). 

*) Z. physik. Chem. A 143, 81 (1929); iiber mikroheterogene Metallkata- 
lyse vgl. auch W. Hiickel, Katalyse mit kolloiden Metallen, Leipzig 1927. 














Die Zerlegung von Rufianaten, Flavianaten, Pikraten 
und Pikrolonaten mittels Wolle. 


Von 


Hellmut Miiller. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Hooper Foundation for Medical 
Research, San Francisco, University of California.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juni 1932.) 


In der Literatur, die sich mit der Isolierung und Reindar- 
stellung biologisch wirksamer Substanzen (Gifte, Toxine, Vitamine, 
Hormone) befaBt, findet man genug Beispiele, daB die Wirksam- 
keit dieser Stoffe plétzlich in einer chemischen Behandlungsstufe 
ganz oder teilweise verloren geht. Leicht oxydable oder alkali- 
empfindliche basische Substanzen, die manchmal in bestindigerer 
Form durch ihre Verbindung mit Alkaloidfillungsmitteln aus 
Extrakten isoliert werden kénnen, entziehen sich weiterer Bearbeitung 
bei der Zerlegung dieser Verbindungen, weil sie oft nicht 
schonend genug erfolgen kann (Alkalinitit des Baryts, Peroxydgehalt 
des Athers u.a.), Vor einigen Jahren hat Dudley eine neue 
Methode zur Zerlegung von Gold- und Platinsalzen beschrieben, 
die beim Arbeiten mit biologisch wirksamen Substanzen wertvoll 
ist. Die Zerlegung organischer Verbindungen mit den bisher be- 
kannten Methoden dagegen hatte immer noch mit der Zerstérung 
empfindlicherer Stoffe zu rechnen. Wahrend meiner Arbeit an 
der Isolierung des Giftes aus Kalifornischen Miesmuscheln (Mytilus 
californianus), iiber die spiter berichtet werden soll, hatte ich 
gerade dieser Schwierigkeit zu begegnen. Ohne in dieser Abhand- 
lung Einzelheiten iiber das sehr alkaliempfindliche Muschelgift zu 
erwihnen, méchte ich nur bemerken, dab die Zerlegung eines 
Gift-Rufianates mittels Wolle mir die Erhaltung der vollen Wirk- 
samkeit in einfacher Weise erméglichte, wihrend jede andere 
Methode vdollig versagte. Es gelingt niimlich, aus der Lésung 
oder Suspension eines Rufianates die Rufiansiiure bei niedriger 
Temperatur quantitativ an Wolle zu absorbieren, wihrend die 
basische Komponente des Salzes in Lésung bleibt: 
BR == BR = (R+Wolle +B 
unlésl. los], unlésl. los. 
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Da die Anwendung dieser eleganten Methode auch in ihn- 
lichen Fiillen eine wesentliche experimentelle Hilfe sein kann, so 
untersuchte ich die Zerlegbarkeit der Verbindungen einiger 
basischer Substanzen mit solchen organischen Fillungsmitteln, die 
eine Affinitit zur Wollfaser besitzen. Meistens handelt es sich 
bei der Isolierung biologisch wirksamer Stoffe um geringe Mengen, 
und so erblicke ich in der neuen Methode einen besonderen Vor- 
zug, weil sie die Zerlegung kleinster Mengen (weniger als 10 mg) 
sauber und rasch gestattet. Es zeigte sich ferner, da’ eine Zer- 
legung von Rufianaten, Flavianaten usw. in wiBriger Liésung auch 
ohne Zusatz von Mineralsiiure erfolgte. Man hat es so leicht in 
der Hand, die freien basischen Substanzen oder ihre Chlorhydrate 
herzustellen. Da keine anorganischen Salze bei der Zerlegung mit 
Wolle entstehen, kann man iiber Rufianate usw. bequem zu 
analysenreinen Basen oder ihren Chlorhydraten gelangen. Die 
Anwendungsmoglichkeit der Wollmethode in manchem anderen 
speziellen Falle braucht nicht niher erértert zu werden. 

Im Versuchsteil ist die Zerlegung einiger Basen und Amino- 
siiuren mit den erwihnten Fillungsmitteln beschrieben. In gleicher 
Weise wie Rufianate lassen sich Flavianate, Pikrate und Pikro- 
lonate mit Wolle zerlegen. Wenn es sich um groBe Mengen 
Niederschlag handelt, sind relativ groBe Mengen Wolle erforder- 
lich, und die Entfernung des Fiillungsmittels nimmt liingere 
Zeit in Anspruch, Deshalb wird man in Fallen, in welchen eine 
schonende Aufarbeitung nicht Bedingung ist, gréBere Mengen Rufia- 
nat mit Baryt oder auch mit basischem Kupfercarbonat zerlegen. 
Die von Kossel und Gross angegebene Zerlegung von Flavianaten 
konnte durch eine Kombination des alten und neuen Verfahrens 
vereinfacht werden in den Fiillen, wo eine gréBere Menge Flavianat 
vorliegt (vgl. Versuch 2), c). Pikrate und Pikrolonate werden 
vorteilhaft in der nachstehend beschriebenen Weise zerlegt (vgl. 
Versuch 3, 4). 


Versuehsteil. 


Die in den Versuchen verwandte Wolle war Lammwolle*), 
die durch mehrfaches Auskochen mit Wasser von léslichen Ver- 
unreinigungen befreit wurde. Zur Feststellung, wieviel Basen- 
fillungsmittel von der Wolle aufgenommen wurde, lieB ich je 
1 g Wolle in iberschiissiger wiBriger Lisung des Basenfillungs- 
mittels 48 Stunden bei 37° stehen: 


*) Fa. Johnson & Johnson, New Brunswick, N. J. 
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Zerlegung von Rufianaten, Flavianaten, Pikraten u. Pikrolonaten usw. 9209 


1g Wolle nimmt 0,196 g (0,613 Millimol) Rufiansiure auf*) 
1g » » 0,190 g (0,606 ,, ) Flaviansiure auf**) 
1g +, » 0,140 g (0,612 , ) Pikrinsiure auf 
lg +», » 0,180 g (0,682 » ) Pikrolonsiure auf. 


Es zeigt sich, daB diese 4 Basenfillungsmittel ungefiihr die 
gleiche Affinitit zur Wollfaser besitzen. 

1. Zerlegung von Rufianaten. a) 0,238 g Betainrufianat (Mol.- 
Gew. 437,23), das nach Zimmermann hergestellt wurde, wurde in 
6,5 ccm 3/,,n-Salzsiure unter Erwiirmen gelist und 1 g Wolle 
in die Lésung gebracht, die iiber Nacht stehen blieb. Die schon 
fast farblose Lésung wurde dann mit 0,2 g Wolle vdéllig entfiirbt, 
filtriert und die Wolle gut ausgewaschen. Das Filtrat wurde ein- 
gedampft und der Riickstand bis zur Gewichtskonstanz getrocknet: 
0,078 g Betainchlorhydrat (94°/, d. Th.). 

b) 0,507 g Putrescinrufianat (Mol.-Gew. 728,38) nach Zimmer- 
mann wurde in 15 ccm '/,,n-HCl und 50 ccm Wasser erwirmt 
und 3 g Wolle eingebracht. Uber Nacht list sich das schwer 
lésliche Rufianat ginzlich, und die Wolle absorbierte die Haupt- 
menge der Rufiansiiure. Mit 2 g Wolle wurde dann die Lésung 
vollig entfirbt. Das Filtrat wurde eingedampft und das Putrescin- 
dichlorhydrat bei 111° iiber KOH zur Gewichtskonstanz getrocknet: 
0,108 g (96°/, d. Th.). 

2. Zerlegung von Flavianaten. a) 0,807 g Guanidinflavianat 
(Mol.-Gew. 373,19) wurde in 22,5 cem 1/,, n-HCl und 28 ccm Wasser 
gelést und mit 3 g Wolle iiber Nacht stehen gelassen, dann mit 
2g Wolle vdllig entfiirbt. Das Guanidinchlorhydrat wurde bei 
111° zur Gewichtskonstanz getrocknet: 0,196 g (95°/, d. Th.). 

b) 1,5 g 1-Histidindiflavianat (Mol.-Gew. 783,36) vom Zer- 
setzungsp. 238—242° (u.) Mach Vickery 251—-253°) wurde unter 
Erwirmen in Wasser gelést und mit Bariumcarbonat die Haupt- 
menge der Flaviansiure entfernt. Wenn das Flavianat rein ist, 
geht kein Barium in Lésung, und der Rest der Flaviansiiure kann 
mit 5 g Wolle leicht entfernt werden. Nach dem Eindampfen im 
Vakuum und Aufnehmen in absolutem Alkohol wurde 0,237 g 
(80°/, d. Th.) reines Histidin gewonnen. 

c) 4g Dimethylamin-Flavianat (Mol.-Gew. 359,19), hergestellt 
nach Sievers und Miller, Zersetzungsp. 229—233° (u.), wurden 
in 100 ccm Wasser gelist. Mit weniger als der berechneten 
Menge Baryt wurde die Hauptmenge der Flaviansiiure entfernt. 





*) 1,4-Dioxyanthrachinon-2-sulfosiure, vgl. Zimmermann. 
**) 2,4-Dinitro-l-naphthol-7-sulfosiiure. vgl. Kossel und Gross. 
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Nach Hinzufiigen von 12 ccm ?/,, n-HCl wurde der Rest der 
Flaviansiure an Wolle absorbiert. Das Dimethylaminchlorhydrat 
wurde iiber P,O, und KOH zur Gewichtskonstanz getrocknet: 
0,818 g (90°/, d. Th.). Man spart so die listige Entfernung des 
Bariums mit Schwefelsiure wie ebenfalls das Kochen mit Tier- 
kohle, durch das Kossel die letzten Spuren der Flaviansiure 
beseitigen muB., 

3. Zerlegung von Pikraten. a) 0,092 g Betainpikrat (Mol.-Gew. 
346,14) wurde in 3 ccm 3/,,n-HCl und 7 ccm Wasser gelést und 
mit Wolle (0,6 g) die Pikrinsiiure entfernt: 0,038 g Betainchlor- 
hydrat (93°/, d. Th.). 

b) 0,438 g Glykokollpikrat (Mol.-Gew. 379,15), Zersetzungs- 
punkt 204—208° (u.) wurde in 25 ccm Wasser gelést und mit 
0,5 g Wolle zerlegt: 0,168 g Glykokoll (97°/, d. Th.). 

4. Zerlegung von Pikrolonat. 1,5 g Trimethylaminpikrolonat 
(Mol.-Gew. 323,18) wurden in Wasser gelést und mit iiberschiissiger 
Salzsiiure die Hauptmenge der Pikrolonsiure ausgefallt, dann mit 
3g Wolle die Pikrolonsiure quantitativ entfernt. Das Trimethy]- 
aminchlorhydrat wurde iiber P,O, und KOH zur Gewichtskon- 
stanz getrocknet: 0,430 g (97°/, d. Th). 


Zusammenfassung. 


Es wird eine einfache Methode zur Zerlegung von Nieder- 
schliigen basischer Substanzen mit solchen Fallungsmitteln be- 
schrieben, die die Wollfaser anfiirben. Da die Absorption des 
Fiillungsmittels an Wolle in neutraler oder saurer Liésung schon 
bei niedriger Temperatur erfolgt, so eignet sich die Methode 
besonders fiir die Aufarbeitung biologisch wirksamer Substanzen 
basischen Charakters. 
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Narkotin und Vitamin C. 
Von 
0. Dalmer und Th. Moll. 
Mit 9 Figuren im Text und auf Tafel I. 





(Aus den Forschungslaboratorien der Firma E. Merck, Darmstadt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Juni 1932.) 


O. Rygh und Mitarbeiter!) haben vor einigen Monaten Beob- 
achtungen tiber die Natur des Vitamins C ver6ffentlicht, die, falls 
sie sich als zutreffend erweisen, sowohl in wissenschaftlicher, wie 
in praktisch therapeutischer Hinsicht von auBerordentlicher Be- 
deutung sein wirden. 

Die Firma E. Merck, Darmstadt, sah sich daher veranlaBt, 
die Ryghschen Befunde einer eingehenden Nachpriifung zu unter- 
ziehen, tiber deren Ergebnisse wir im folgenden berichten wollen. 

Rygh vertritt die Ansicht, daB das Vitamin C in bestimmter 
naher Beziehung zum Narkotin steht, und zwar soll es ein partielles. 
Entmethylierungsprodukt des Narkotins sein, welches an Stelle 
der beiden Methoxylgruppen im Mekoninteil des Molekiils zwei 
freile Hydroxylgruppen tragt. Zu dieser SchluBfolgerung kommt 
der Autor im wesentlichen auf Grund folgender Feststellungen, 
von denen jede einzelne als hoéchst iiberraschend bezeichnet 
werden muB8. 

1. Die Gewinnung von atherléslichen antiskorbutisch wirken- 
den Konzentraten aus dem neutralisierten Saft_reifer Apfelsinen. 

2. Die Auffindung von Narkotin in unreifen Friichten als Vor- 
stufe der atherléslichen Vitamin C-Fraktion. 

3. Die Umwandlung von Narkotin in antiskorbutisch wirkende 
Substanzen durch physikalische (Bestrahlung) und chemische (Ver- 
seifung) Eingriffe. 

Wir haben zunachst das ,,Methylnornarkotin“‘ aus dem reinen 
natiirlichen Alkaloid Narkotin in gleicher Weise wie Rygh, also 
nach dem Verfahren von Matthiessen, Foster und Wright?) 





1) 0.Rygh, A.Rygh, P.Laland, Diese Z. 204, 105—122 (1932). 
*) Matthiessen, Foster u. Wright, Liebigs Ann., Suppl.5, 336 (1867); 
- 4, 59, 63 (1870). 
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dargestellt und die Vitamin C-Wirksamkeit im Tierversuch an den 
beiden besten Praparaten gepriift, die jeweils einer groBen, un- 
abhingig durchgefiihrten Versuchsreihe der Herren Dr. Hro- 
matka und Dr. Oberlin entstammten. Wir sind ebenso wie 
Smith und Zilva?), die inzwischen iiber eine entsprechende Nach- 
priifung kurz berichtet haben, zu einem vdllig negativen Ergebnis 
gekommen. 

Wir miissen allerdings ausdriicklich betonen, daB es trotz 
vielfacher Abinderungen der Versuchsbedingungen in keinem 
Falle gelungen ist, das ,,Methylnornarkotin‘ in reinem kry- 
stallisierten Zustand zu erhalten. Unsere Narkotinverseifungs- 
versuche ergaben auch bei vorsichtigem Arbeiten stets Produkte, 
die zwar hell und von erfreulicher kdérnigfester Beschaffenheit 
waren, aber — in Ubereinstimmung mit den Feststellungen der 
englischen Autoren — nicht zur Krystallisation zu bringen waren. 


Die Angabe von Rygh, daB sein Verseifungsprodukt als 
Hydrochlorid in guter Ausbeute ,, auskrystallisiert« und da 
es sich aus Wasser umkrystallisieren la8t, kénnen wir nicht er- 
kliren, da dies nach unseren Ergebnissen auch bei weitgehender 
Modifikation der Matthiessen-Verseifung ausgeschlossen ist. 


In der Hoffnung, auf dem von Perkin und Robinson?) vor- 
gezeichneten Weg zur Synthese von Narkotinderivaten doch noch 
zu einem sicher definierbaren krystallisierten Methylnornarkotin 
zu kommen, wurden von den Herren Hromatka und Oberlin 
zahlreiche Kondensationen zwischen Kotarnin und Normekonin 
durchgefiihrt, wofiir die letztere Komponente erstmalig neu her- 
gestellt wurde. Die Untersuchung einer krystallisierten Verbindung, 
die in guter Ausbeute bei Anwendung normaler Kondensations- 
bedingungen erhalten wurde, zeigte, daB es sich nicht um das 
gesuchte Methylnornarkotin handelte, sondern um eine lockere 
Additionsverbindung, in der die Kotarninkomponente nicht mehr 
unverindert enthalten ist. Bei Anwendung héherer Temperatur 
entstand in sehr geringer Menge eine nicht krystallisierende Ver- 
bindung, die zwar in ihren Eigenschaften und analytischen Daten 
dem Methylnornarkotin entsprach, die aber nicht der gewiinschte 
Stoff, sondern vielleicht ein nahestehendes Isomeres ist. Beide 
Verbindungen erwiesen sich im Skorbutschutzversuch am Meer- 
schweinchen als unwirksam. Ebenso war das durch U.V.-Licht 


1) Smith u. Zilva, Chem. a. Industr. 51, 8, 166 (1932). 
*) Perkin u. Robinson, Soc. 99, 786 (1911). 
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- aus Narkotin erhaltene Bestrahlungsprodukt vdéllig unwirksam. In 
ol zwei weiteren nach AbschluB unserer Untersuchung veréffent- 
qj lichten Mitteilungen!) berichtet Rygh, daB es ihm gelungen sei, 
” das Methylnornarkotin auf synthetischem Wege nach der Methode 
4 von Perkin und Robinson (a. a. 0.) herzustellen. Da experi- 
US 


mentelle Einzelheiten, besonders in chemischer Hinsicht, auch in 
diesen Arbeiten nicht mitgeteilt werden, kénnen wir hierzu nicht 
Itz Stellung nehmen. 





mM) Nachdem unsere Versuche zur ,,Narkotin-Vitaminumwand- 
7 lung” vollstaéndig den Ryghschen Beobachtungen widersprachen, 
38 erschien es notwendig, die iibrigen Angaben nachzupriifen, die die 
te, Voraussetzung fiir die Annahme einer Verwandtschaft zwischen 
elt Vitamin C und Narkotin bilden. Die Herren Dr. Hromatka und 
ler Dr. Krieg haben versucht, nach den Angaben von Laland (a. a. 0.) 
nl. aus dem Saft von unreifen Apfelsinen und von Kartoffeln das 
als Narkotin zu isolieren: es konnte in keinem Falle auch nur spuren- 
ab weise gefunden werden. DaB die angewandte Methode der Aus- 
er- itherung an sich brauchbar war, konnte dadurch bewiesen werden, 
ler da8 absichtlich in kleiner Menge zugesetztes Narkotin einwandfrei 
zuriick zu gewinnen war. Nebenbei mag erwahnt werden, daB aus 
or- dem KartoffelpreBsaft in kleiner Menge eine krystallisierte Base 
eh erhalten wurde, die sich als Solanidin identifizieren lieB, dessen 
tin Auftreten von Laland (a. a. 0.) nicht erwahnt wird. 
[in Nach der Extraktion des Saftes von reifen Apfelsinen mit 
ain Ather wurde der Riickstand der neutralen Ausschiittelung bio- 
er- logisch gepriift. Die Priparate waren in Dosen von 1 und 10 y 
ng, vollstiéndig unwirksam im Skorbutversuch. Wir haben, um dem 
ns- Kinwand zu begegnen, es kénnte eine Zerstérung des Vitamins 0 
las eingetreten sein, noch einen letzten, recht miihsamen, aber ent- 
ere scheidenden Versuch durchgefiihrt. Taglich wurde frisch bereiteter 
ehr Citronensaft in Kohlensiureatmosphire nach dem Neutralisieren 
tur ausgedthert und dann sowohl der vom Ather befreite Saft, wie auch 
‘or. eine weinsaure Lésung (Ausschiittelung) des Atherriickstandes je 
ten einer Serie von Meerschweinchen als tigliche Antiskorbutzulage 
hte gegeben. Der ausgeitherte Saft zeigte dabei keine Verminderung 
ide seines Vitamin C-Gehaltes, wihrend der Atherextrakt — selbst 
er: wenn die 6fach aiquivalente Menge der sicher wirksamen Schutz- 
cht dosis von dezitriertem Saft verwendet wurde — sich als vollig 


unwirksam erwies. 


1) O. Rygh, Z. f. angew. Chem. 45, 307 (1932); Z. f. Vitaminforsch. 
1, Heft 2, S. 137. 
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Wahrend fiir die abweichenden Ergebnisse in allen 
iibrigen Punkten noch Erklirungsméglichkeiten denk- 
bar waren, erblicken wir in diesen letzten Feststel- 
lungen den unanfechtbaren Beweis dafiir, daB die An- 
nahme von Rygh tiber den Phenolbasencharakter des 
Vitamins C nicht zutreffend sein kann. 


Experimenteller Teil. 


Bevor wir auf die Herstellung und das Ergebnis der bio- 
logischen Priifung unserer Priparate im einzelnen niher eingehen, 
sollen einige allgemeine Angaben iiber die Tierversuche voraus- 
geschickt werden. Wir verwendeten Meerschweinchen aus eigener 
Zucht im Gewicht von 800—3850 g, die nach einer 8tiégigen Beob- 
achtungszeit in den Versuchskifigen mit einer von Sherman, 
La Mer und Campbell?) angegebenen Grunddiat gefiittert 
wurden. Diese bestand aus 89 Teilen geschrotenem Hafer, 30 Teilen 
Magermilchpulver, das 2 Stunden in offener Schale auf 110° erhitzt 
wurde, 10 Teilen Butterfett, das nach der Verfliissigung von 
frischer Butter bei 45° durch Dekantieren gewonnen wurde, 1 Teil 
Kochsalz und 20 Teilen Kleie. Die einzelnen Bestandteile wurden 
gemischt und mit wenig Wasser zu einer knetbaren Masse ver- 
arbeitet, von der die Tiere tiglich ausreichende Mengen neben 
einer Zulage an Heu erhielten. Wasser konnten die einzeln ge- 
haltenen Tiere nach Belieben aus den TrinkgeféiBen aufnehmen. 
Die Priifung der verschiedenen Priparate erfolgte entsprechend 
der Reihenfolge ihrer Herstellung in vier zeitlich nur wenig von- 
einander getrennten Versuchsreihen. Jede Versuchsreihe umfaBte 
immer mehrere Dosen des einzelnen Praéparates und dazu ent- 
sprechende Kontrollen, die nur Vitamin C-freie Kost erhielten und 
soleche mit einer Zulage von rohem Citronensaft. Nach den Fest- 
stellungen von Rygh (a. a. 0.) sollen die Narkotinabkémmlinge 
nur innerhalb einer ungewohnlich kleinen Dosenbreite die Meer- 
schweinchen vor experimentellem Skorbut schiitzen. Bereits bei 
einer 3fachen Erhéhung der optimal wirksamen Dosis sollen wieder 
pathologische Verinderungen auftreten, die denen des Skorbut 
iihnlich sind. Obwohl bei Vitamin- und Hormonwirkungen kein 
Analogon fiir eine derart eng begrenzte Wirkungsbreite bekannt 
ist, haben wir die Dosierung stets so gewahlt, daB mit der von 





1) Sherman, LaMer u. Campbell, J. Am. Chem. Soc. 44, 165—172 
(1922). 
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Rygh (a. a. O.) angegebenen optimal wirksamen Dosis noch eine 
ungeféhr 83—5fach kleinere und auBerdem noch eine entsprechend 
hohere gepriift wurde. Hierbei konnte selbst bei einer verhiltnis- 
maBig erheblichen Abweichung der Aktivitiét unserer Priparate 
die antiskorbutische Wirksamkeit nicht iibersehen werden. Jede! 
Dosis wurde immer 8 Tieren verabreicht, von denen eins auBerdem . 
noch denaturierten Citronensaft erhielt. Nach den Angaben von 
Rygh (a. a. 0.) soll die Darreichung von denaturiertem Frucht- 
saft (Apfelsinensaft) infolge der Zufuhr von Salzen und anderen 
Vitaminen bei Meerschweinchen ein normales. Wachstum herbei- 
fiihren. Wir haben davon abgesehen, diese Zulage allen Tieren zu 
geben, da ihr nur ein unterstiitzender Einflu8 zugeschrieben wird 
und die antiskorbutische Wirkung der Narkotinabkémmlinge auch 
ohne diese Zugabe eintreten soll. Der denaturierte Citronensaft 
wurde in der Weise hergéstellt, daB der aus frischen reifen Citronen 
ausgepreBte Saft unter Durchleiten von Luft und 8stiindigem Er- 
hitzen auf 100° am RiickfluBkiihler inaktiviert wurde. Die fiir die 
Dauer eines Versuches erforderliche Menge wurde meist in 2 An- 
sitzen hergestellt und kiihl aufbewahrt. Wir muBten aber die 
Feststellung machen, da8B bei einem nach diesen An- 
gaben von Rygh hergestellten denaturierten Saft auch 
trotz gleichmaBiger Herstellung eine vd6llige Zer- 
stérung des Vitamins C nicht immer gewahrleistet ist. 
Einzelne unserer Herstellungen zeigten ausgesprochene Wirksam- 
keit und ohne den Vergleich mit den Kontrolltieren, die nur mit 
dem jeweils denaturierten Rohsaft behandelt wurden, waren Irr- 
timer bei der Beurteilung unvermeidlich gewesen. Der weiterhin 
den Kontrolltieren noch verabreichte rohe Citronensaft wurde 
tiglich durch Auspressen von reifen Citronen und Kolieren des 
Saftes durch Mull frisch hergestellt. Die Darreichung der Frucht- 
sifte und der Praparate erfolgte tiglich vom Tage der Vitamin C- 
freien Ernéhrung ab durch Eintraufeln mit der Pipette ins Maul der 
Tiere. Die Praéparatlésungen in weinsaurem Wasser (0,2°/, Wein- 
siure), die jeden 8. Tag frisch hergestellt wurden, waren in der 
Konzentration so bemessen, daB die verabreichte Volummenge 
immer 0,1 cem betrug. Die Versuche wurden beendet, sobald die 
nicht behandelten Kontrolltiere an Skorbut erkrankten und ein- 
gingen. Die iiberlebenden Tiere wurden dann getétet und simtlich 
zerlegt. MaBgebend fiir die Beurteilung des Skorbut war der Ver- 
lauf der Wachstumskurve, der pathologisch-anatomische Befund 
mit den makroskopisch nachweisbaren Verinderungen, wie sie von 
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Holst und Frélich?) naher beschrieben worden sind, die 
Knochenveranderungen an der Knochenknorpelgrenze der Rippen 
auf Grund des Roéntgenbildes der Brustplatte und der histologische 
Befund an den Schneidezahnwurzeln, an denen nach den Unter- 
suchungen von Zilva und Wells”), Goettsch*), Héjer*’), Key 
und Elphick®) sehr friihzeitig charakteristische Skorbutverande- 
rungen auftreten. Das Ergebnis der einzelnen Versuche ist in der 
Tabelle zusammengestellt, wobei jedoch aus Grinden der Raum- 
ersparnis®) von einer Wiedergabe der gesamten Versuchsreihe III 
mit den Tieren 74—98 abgesehen wird und die bei der Zerlegung 
erhobenen Befunde nur gekiirzt angefiihrt werden. Ferner werden 
in der Fig.1 die Wachstumskurven von séimtlichen Tieren der ersten 
Versuchsreihe wiedergegeben. Auf Tafel I sind Querschnitte durch 
die Schneidezahnwurzeln verschieden behandelter Tiere abgebildet. 
Die Desorganisation der Odontoblastenschicht ist hierbei ein 
scharfes Kriterium fiir die Erkennung wirksamer und unwirk- 
samer Priparate. 


I. Versuche zur Herstellung des Methyl-nornarkotins 
durch Entmethylierung von Narkotin. 

a) Priparat Hr. 225 (Dr. Hromatka). 5g Narkotin 
wurden mit 50 cem Salzsiure d = 1,19 in einem mit Kohlensaéure 
gefiillten Bombenrohr im siedenden Wasserbad 15 Stunden erhitzt. 
Der Rohrinhalt wurde darauf im Vakuum zur Trockne gedampft, 
der Riickstand in warmem Wasser gelést und nach Zusatz von 
wenig Natriumsulfit mit soviel Sodaldsung versetzt, bis der anfangs 
entstandene Niederschlag zum groBen Teil in Lésung gegangen war. 
Dann wurde klar filtriert und 8mal mit Ather durchgeschiittelt. 
Die Sodalésung wurde schwach angesiuert, klar filtriert, mit 
etwas Natriumbisulfit versetzt, dann die Base in Form von hell- 
gelblichen Flocken mit Natriumbikarbonat ausgefallt. Diese 
wurden filtriert, in sehr verdiinnter Salzsiure gelést und mit kon- 
zentrierter Salzsiiure das Hydrochlorid ausgefallt. Der Niederschlag 
wurde abgesaugt, nochmals in heibem Wasser geldst, die Fallung 
mit konzentrierter Salzsiiure wiederholt und der filtrierte Nieder- 
schlag im Exsiccator tiber Atzkalk und Schwefelsiure getrocknet. 


1) Holst u. Frélich, Z. f. Hyg. u. Inf. 72, 1 (1912). 

*) Zilva u. Wells, Proc. Roy. Soc. (Lond.) 90, 505 (1919). 
3) Goettsch, Quart. J. Pharm. 1, 168 (1928). 

4) Héjer, Brit. J. exp. Path. 7, 356—360 (1926). 

5) Key u. Elphick, Biochemic. J. 25,, 888 (1931). 

6) Auf Wunsch der Schriftleitung. 
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Methoxylbestimmung: 
4,121 mg Subst.: 2,005 mg AgJ. 
C,9H,,NO,(OH),OCH,- HCI (421,7) Ber. OCH, 7,4 Gef. OCH, 6,8 


Biologische Priifung: Die prophylaktische Darreichung 
der waiBrigen, weinsauren Lésung in Tagesdosen von 10, 30 und 
100 y war ohne Schutzwirkung auf den Verlauf des experimentellen 
Skorbut bei Meerschweinchen (Tiere Nr. 28—86, Vers.-Reihe I, 
Tabelle und Wachstumskurven Fig. 1). 

b) Praparat Ob. 4183 (Dr. Oberlin). Da die Entmethylierung des 


Narkotins zum Methyl-nornarkotin nach den Angaben von Matthiessen, 
Foster und Wright!) mittels Chlorwasserstoffsaure erst nach tagelangem 
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Fig. 1. 


Erhitzen erfolgt, mittels rauchender Jodwasserstoffsiure jedoch véllige Ent- 
methylierung eintritt, wurde die Einwirkung von starker Bromwasserstoff- 
saure auf das Narkotin untersucht. Nach einer Reihe von Vorversuchen, die 
zeigten, daB die Entmethylierung des Narkotins mit Bromwasserstoffsiure in 
guter Ausbeute gelingt und da8 dabei ein nicht krystallisierendes Produkt 
entsteht, das die von Matthiessen, Foster und Wright angegebenen Eigen- 
schaften besitzt, wurde das fiir die Tierpriifung bestimmte Praparat wie folgt 
hergestellt: 


10 g salzsaures Narkotin werden im Bombenrohr mit 40 ccm 
Bromwasserstoffsiure von 48°/, wahrend 2 Stunden bei 90—95° 
erhitzt. Vor dem Zuschmelzen der Bombenréhre wird wiahrend 


1) aa. QO. 












































































































i a “yaCU] Uc «| tT 86] B6T | Sse | OceE | 13 
| | 5 hie ha + + +++ | 1 9c] 661 | Re ! STs 3 lz 
yie ys +--+ + + + + -| + + + iI- 0G | SEa L6t Li \- ‘. 
- + 0 0 0 €6 ] C8 | CRE | SIE oT © ILE 
Wqy 0 0 0 96] OS Och | LIE] CI d |9F 
“ ++ +++ ++ ++ |+ 92] c6z | 9Le | 9¢e GT 5 og 
yavyspoyquu | + + + +++ ++ ++ [+981] Ge | 19g | 8zE oT © 16r 
ug][O1QUOY 
yieys +++ ++ ++ |-+ 92] Zt¢ | Loe | ze ct | 4001 | d Io 
Ireyug “yur30j] - - - 1 6 6G Zoot | 3 | 
" +++ +++ +++ +++ 1+ 92] #12 | 69¢ | G6z 4001 | 3 |er 
_ tet fttt/++ ++ ++ |-+ 92] 19 | SFE | 808 st | 408 | & |er 
9 +++ +++ +++ +++ |-+92] o¢2 | ese | oFe 4og | & 11% 
. +++ +++ +++ | 4 6%] FLT | 6FE | CIE 4og | 8 lor 
. +++ +++ +++ +++ |+ 92] €22 | See | Zoe st | 4or | 3 l6e 
4 a” +++ +++ +++ | +++ | 4 92] est | zee | soe ‘| 4or | & Ise 
= i +++ +++ | ++ | 4 92] 08% | 62E | 228 4or 18 Ie 
= E8iF “GO yVivdeig 
re +++ +++ ++ | +++ [+092] #62 | Lge | oge st | 4001 | 3 |oe 
H “ +++ +++ +++ | +++ |-+92] 682 | Sze | Iee 4001 | 3 Ice 
3 ’ +++ ttt | +++ | +92] Gos | Eze | ZIe 4 oor | 3 |e 
5 “ +++ +++ ++ +++ |+ 92] ¢9z | eee | ZIe st | 408 | jee 
. . +++] +44 ++ ++ |+92] c9z | LEE | G08 40g | © Ice 
5 : +++ ++ +++ | 4 Z| cst | zoe | oze 40g | |te 
= - +++ +++ ++ ++ |-+ 92] 68% | Loe | ZIE st | 4or | joe 
5 “ +++ +++ ++ ++ | 4 ez] cor | see | zoe Aor | © [62 
s yivyzs +++ +++ | +++ |+02] 1ez | 668 | LEE 4or 1d lest 
Ct ‘IH FRIedeig 
ao ~ ax. fa ee le mintlo SJAa nil | TL 
sioBl » 2 |. fe | 8eS] slenlszletleosleod a|%| # 
eoee| F & |eeag |TARs] o 8 [abl os) 2519 Ss sn) SIS] ) & 
) son, | B-pio = = oRoes | eae eilsealsrlss1 28% a5 06 ie 2} Ou. = 
PI'qyUBSaF) q PE = 2at SS5 E | Seer! ss] e" \Eal eR loSe.ilog s = S12 1A5 
Ss & 6.00 Ss 2 oO Sep we  ERe el erie |e |eF lags aos I = a 
“MUONS TER eB] ee Pee | os a) Se Hee SB al & «LSI q 
om 2 s =. >” | F Fas 3 ul “Ss Ole "s o 2, an g. 
BS 7-2} & & |}——__ |. Sind See (seel| = Jorl13] & 
, 8 punjoqs3unZe] 107 oh Dito: Bt he 5 & a 





























218 






) 
A= 
| 
$ 
S 
E 
a= 
~ 
° 
od 
hw 
A 
7, 


yiv4s 
youMyos 


yieys 
W494 


as 


TOBVMYOS 
“cc 


yivys 
qouMyos 
“ce 


yivqs 
YOVMYOs 
6“ 


y1v4s 


























Tee? IF Stis?| FFF oz | Z8l | Lee | FE 
TT 7? 77? GZ | GOS | CHE BOE 
77? eau +++ EZ | FIZ | S68 | LIE 
++¢4 +++ | +++ | 4 83] O12 | FE | LZ¢ 
+++ +++ +++ 8% | FSI | LEE | ZOE 
+++ +++ +++ 8% | Z6I | S8E | 66Z 

(yyesuoursjojdy sneve Sunjozjnyossnei0yzy) O1VT ‘3M x Vivdeig 























+++ ++ ++ 661 | OZF | GLE 

+ + LES | 196 | 198 
+++ + OLI | 9Fe | 6IE 
Z8t | LEP | SLE 
ost | Oct 908 
L8p | L8b | SIE 
Gig | og | oe 
GLZ | PEE | OE 
09% 0ZE 


-- 


~ 
- 
~ 
= et 


6 iw 








++tHHOO+H 


-~ 

















Ud] ]O1QUOY, 


-}- 
+++ 
+++ 

“hE 
+++ 
+++ 

=o 
+++ 
+++ 


9891 “GO peavdy 
| +++ 


++ 


+ 
$+ +4 























+++ 


| 









































‘qnqioyg UleYy (Q ‘UesUNJepuRIeAyNqIOyg + -+- + — + ‘-++ 3090J03 ‘| Ueqsozsed 6P YouuURUT ‘8 YOIqieM : Zunsy[y19Usyo1e7 


Fp OF OF Fp OF OF OF OF OF Fin OF OF Fp OF OF 


Fo Fo OF Fo % OF Fo OF 


Ot OF OF Fin Fin 





+ Fo 




















sI4oyy ULOY Q “UDUNAIPUBIVAZNGIONS + Hb SFO 4}O}OH 44 UOGsoysos *E YorpuuRu “S YoOUqtom + HFunsepysoudsyow7 





























































































































: +++ ++ +++ [462] L0c | LrE | 062 © [FST 
+++ ++ +++ | 492] $21 | FE | F62 } |0Z1 
7 ttt/t+t+]+++/4++|) +++ | 1 oz] 26r | ze | c6z } |LII 
“ ttt Jttt/+t+] +4+4+ | 4 sz] o1z e9e | 662 © ICI 
y1e4s +++ +++ +++ +++ | 4 ¢%] G6I | LOE | ZOE ; 3 {101 
WYO} 0 0 0 + 0€ | F68 | F6E | GETZ] ST 5 |€e1 
(‘Spunzqzue os eee oe 6 3S 
-uesun’T) 404 0 0 O 4 PE CGS | COE 0O0€ Cl SZI 
WYo3 + 0 0 0 +0¢]| Lor | Loe | Lte | ST © 1621 
Ug] [O1JUOY 
: +++ +++ | +++ | 492] zor | L9¢ | coe woo OT] S [SII 
= . +++ +++/++|- +++ | 4 82] Zzz | O6e | ate w99 OT] & [FIT 
c sd +++ +++ J+++/++| +++ |-+ 08] 522 | 088 | 6ee wo OT] © [O1I 
a (jJeSUOUOIZIY WozJolIzIZop sne yyvIyxol04ZV) "SZ9l “Sy yeaiedeig 
7 ’ 0 0 | 0 +08 | FFF | 6S | ZOE w90 Og] & lett 
. 0 0 0 | 0 +08] LI¢ | LIg | 262 w109 Og} © [901 
E : 0 0 0 + 08 | 26h | Z6F | ZOE woo oT] $ |s1l 
. . 0 0 0 + 06 | #68 | 668  LZE woo eT] S {III 
© " + + 0 0 + 08 | Lee | F8E | 6Z woo ¢*T| © [FOI 
. (j10yQvOSSNe BATIZ Youu yyesuouolzy Joyoyizop) *gzg_ “Sy geaiedeig 
A . 0 0 0 +08 | FF | FFF | 86 w199 Og] & [S01 
S ‘ 0 0 0 ¥ TOE] ZIP SIF | FOE W990 0'¢] © E01 
. + 0 0 TO€ | ZF | GZF | OOTE w99 oT] & |FZ1 
“ + 0 | 0 TOE | GLE | LOF | COE uo CT} S Jes 
WY} + 0 0 | 0 + 0€ | BoE | ZcE | LIE woo GT] © (ZOT] AT 
(WATIZ Youu Byesuouolzyy) Joyloyizop) *ezo,T ‘Sy yeaedeig 
“Loe sf  £ am) oa lo laomierle> S|o NI 
sel ep 2p |, > S oSetl F/ee SE SBIR CEISAOE! 4 |I12! = 
naymeoy |BaSs| £.2 |SESs |See8| FB |Salse sb| 2381898) & |elel_s 
POE SES| SE [SSE | ESeE| BSE |SS| ES /Seslsse| 8 |Z) 2/45 
” ynqiyg JRESS! S 7B TPES FSs ol ae - “Jes Rese] & [elu z 
a BESS) S$ = | =" | F fi) ee Bu aEESl|sh2| & [S/S] & 
” -' = - punjoqs3un3e] 107 & | wWormodiodigy 3° EB = "se Z| © 






































*(3unzjos}10,J) eT[eqey, 












+ — ++ +4 Skorbutveranderungen. O kein Skorbut 


gvestorben +, gvetétet a 


weiblich @. miannlich &, 


os 
* 
wh 
a 
& 
- 
=) 
bet 
ae) 
1% 
oat 
bei 
7 
o 
a 
s 
- 
G 
a 
| 
S 
-_ 
- 
© 
N 
. 


Narkotin und Vitamin C. 99] 


10 Minuten ein langsamer Strom von schwefliger Siiure durch- 
geleitet. Alle folgenden Operationen erfolgen unter Verwendung 
von entliftetem Wasser und unter stiindigem Durchleiten von 
CO,. Der Rohrinhalt ist eine meist klare dunkelbraunrote Fliissig- 
keit, welche unter Riihren oder Zerreiben mit der 4fachen Menge 
Wassers verdiinnt wird, wobei sich ein Gemisch des Chlor- und 
Bromhydrates des Reaktionsproduktes in sehr volumindéser, gut 
aussehender, jedoch immer nur amorpher Form abscheidet (fiir 
das unbewaffnete Auge sieht die Fallung oft téiuschend krystalli- 
nisch aus). Nach dem Absaugen, wonach mit verdiinnter Brom- 
wasserstoffsiure zu waschen ist, wird das erhaltene, noch feuchte 
Praparat im Scheidetrichter in 400 cem Wasser von 40° gelost, 
wonach Fallung durch gesattigte Natriumbicarbonatlésung erfolgt. 
Hiernach wird mit 400 ccm Amylalkohol ausgeschiittelt ; da hierbei 
keine Trennung in Schichten erfolgt, wird die gleiche Menge per- 
oxydfreien Athers zugegeben. Weitere Ausschiittelungen mit 
Amylalkohol und Ather sind méglich, es erfolgt jedoch nur die 
Verarbeitung der ersten. Diese wird griindlich iiber Natrium- 
sulfat getrocknet und dann durch Zugabe von wenig einer trocknen 
itherischen Chlorwasserstofflésung bis zum geringen Chlorwasser- 
stoffiiberschuB gefallt. Die entstehende Triibung geht bald in 
Flocken wber, die nach 2stiindigem Stehen abgesaugt, mit peroxyd- 
freiem Ather nachgewaschen und im Exsiccator getrocknet werden. 
Erhalten wird 0,1 g eines weiBen, amorphen bestindigen Chlor- 
hydrates, das in Wasser leicht léslich ist. Natronlauge und Natrium- 
carbonat fallen die Base und lésen sofort im Uberschu8. Ferri- 
chlorid verursacht Dunkelgriinfirbung. Die Substanz zersetzt sich 
von etwa 200° an unter Rotbraunfirbung. Aus der amylalkohol- 
atherischen Mutterlauge, die beim Stehen langsam rétlich wird, 
flockt allmaéhlich noch mehr aus. 

6,290 mg trockene Subst.: 13,295 mg CO, 2,955 mg H,O. — 
3,671 mg Subst.: 2,525 mg AgJ. — 11,120 mg Subst. (90°, Vakuum, P,0,): 
1,235 mg Gewichtsabnahme. — 7,430 mg Subst.: 0,860 mg Gewichtsabnahme. 
— 5,227 mg = 4,622 mg Trockensubst.: 0,134 ccm N, (22°, 769 mm). 

C,;H,,NO,(OH),OCH,-HCi (421,7) = Diphenol 
Ber. C 57,0 H4,8 N 3,3. OCH, 7,4 
Get. »« FS »«~ FF » HA » 9,1, 11,1, 11,6 Gewichtsabnahme. 
C,5H,,NO,(OH)(OCH,).- HCl (435,8 = Monophenol 
Ber. C 57,9 H 5,1 N 3,2 OCH, 14,3. 

Das vorliegende Chlorhydrat kénnte somit nach den Analysen- 

daten im wesentlichen aus Diphenol, dem aber noch etwa 25°/, Mono- 
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phenol beigemischt sind, bestehen, wenn man von weiteren ‘durch 
die Bromwasserstoffbehandlung sehr wahrscheinlich eingetretenen 
Verdinderungen des Narkotinmolekiils absieht. 

Biologische Prifung: Die tigliche Darreichung von 10, 30 
und 100 y in waBriger, weinsaurer Lésung konnte den Ausbruch 
des experimentellen Skorbut nicht verhindern (Tiere Nr. 87—45, 
Vers.-Reihe I, Tabelle und Wachstumskurven Fig. 1). 


II. Versuche zur Synthese des Methyl-nornarkotins 
aus Kotarnin und Mekoninderivaten. 


Darstellung von Normekonin (Dr. Hromatka). 20g 
Meconin wurden in einem Kolben mit aufgeschliffenem kurzem 
Riuckflubkiihler unter Durchleiten eines schwachen Kohlendioxyd- 
stromes mit 120 cem Jodwasserstoffsiure, die frisch tiber rotem 
Phosphor destilliert worden war, iiber freier Flamme langsam 
erhitzt, bis ein in die Flissigkeit tauchendes Thermometer 108° 
anzeigte, wonach etwa 30 Minuten bei dieser Temperatur gehalten 
wurde. Bei 98—100° begann schon lebhafte Entwicklung von 
Methyljodid, das durch einen mit Eis beschickten Kubler konden- 
siert und in einem stark gekiihlten MaBzylinder aufgefangen wurde. 
Bei 108° ging die Entwicklung von Methyljodid langsam und gleich- 
maBig vor sich (offenbar wird die zweite Methylgruppe schwer ab- 
gespalten). Sobald 10 cem Methyljodid aufgefangen worden waren, 
wurde das Erhitzen unterbrochen, da sonst Verharzung eintrat. 
Das Reaktionsgemisch wurde sofort in kaltes Wasser gegossen und 
die ausgeschiedene griinbraune, harzige Masse in KEssigester auf- 
genommen. Diese Lésung wurde durch Schiitteln mit Wasser, 
dann 2mal mit Natriumbisulfitlésung (1 Teil konzentrierte Lésung 
-+ 4 Teile Wasser), dann wieder mit Wasser gewaschen und darauf 
mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Abdestillieren des Essig- 
esters wurde der Riuckstand im Hochvakuum einer Quecksilber- 
dampfpumpe sublimiert, aus Eisessig umkrystallisiert und wieder 
sublimiert. Das Normekonin zeigt dann im Vakuumroéhrchen den 
Schmelzp. 226—228°. 

6,051 mg Subst.: 12,815 mg CO, 1,960 mg H,0. 

C,H,O, (166,1) Ber. C 57,83 H 3,64  Gef. C 57,74 | H 3,63. 

Die Herstellung gréBerer Mengen von Normekonin erfolgte 
durch wiederholte Ausfiihrung des obigen Ansatzes 1m Bomben- 
rohr unter Schiitteln bei 95—100°; die Ausbeute betrug hierbei 
etwa 17°/, d. Th. 





rr _aif — Sete tat o 











Narkotin und Vitamin C. 


a) Praparat Hr. 234 (Dr. Hromatka). Bei der zunichst ge- 
ma8B den Angaben von Perkin und Robinson (a. a. O.) versuchten 
Kondensation von Kotarnin mit Normekonin durch Kochen in 
methylalkoholischer Lésung wurde die Hauptmenge des Mekonins 
in reiner Form zurickerhalten. Auch das Erhitzen der Kompo- 
nenten in Athylalkohol auf 100° fiihrte nicht zu einem Produkt, 
welches nach seinen EHigenschaften das Methylnornarkotin hitte 
sein kénnen. Ein etwas giinstigeres Ergebnis leferte folgende 
wiederholt durchgefiihrte Arbeitsweise: 

1,00 g Normekonin und 1,48 g Kotarnin wurden mit 7 ccm 
absolutem Alkohol im Rohr 4 Stunden unter Schiitteln auf 120 bis 
125° erhitzt. Nach dem Erkalten hatte sich eine feste Substanz 
abgeschieden. Die Alkohollésung wurde abgegossen, der feste 
Rickstand in etwa 8 ccm n/1-Salzsdure in der Kalte gelést und die 
Lésung 4mal mit Essigester ausgeschiittelt. Aus dem Essigester- 
extrakt wurden 0,75 g Normekonin zuriickgewonnen. Die salz- 
saure Lésung wurde mit Natriumcarbonat vorsichtig abgestumpft, 
doch nicht bis zum Neutralpunkt, und dann mit einem UberschuB 
von Natriumacetat versetzt. Dadurch wurden gelbliche Flocken 
gefallt, die nach lingerem Stehen abgesaugt wurden. 

Die Substanz wurde dann in sehr verdiinnter Salzsiure und 
wenig schwefliger Séure warm geldst und filtriert. Beim Erkalten 
schied sich eine helle Substanz ab. Zusatz von einigen Tropfen 
konzentrierter Salzsiure vervollstandigte die Fallung, die dann 
abgesaugt und im Vakuum iiber Schwefelsdure getrocknet wurde. — 
Ausbeute aus 2 Versuchen 0,019 g. Im Vakuumroéhrchen zersetzt 
sich die amorphe Substanz unter Gasentwicklung, doch ohne 
Schwarzfarbung bei 199—202° bei raschem Erhitzen. 

4,200 mg Subst.: 8,700 mg CO,, 1,970 mg H,O. — 4,674, 5,610 mg 
Subst.: 0,145 (22°, 760 mm), 0,157 (22°, 757 mm) ccm N (KCIO,-Zusatz). — 
4,229, 6,623 mg Subst.: 2,330, 3,620 mg AgJ. — 6,198 mg Subst.: 1,750 mg 
AgCl. 

o CopH,0;N* HCl (421,7) 

Ber. C569 H4,7 N33 OCH, 7,4 Cl 8,4 

Gef. ,, 56,5 » OF 99 3,6, 3,2 oe ae ef 

Diese Analysenwerte kénnen ebenso wie die Eigenschaften der 
Verbindung — schwache Base, Bildung des in Salzsiure schwer 
léslichen Hydrochlorids, Griinfarbung mit Ferrichlorid, genau wie 
entmethyliertes Narkotin — auf das Vorliegen von Methylnor- 
narkotin hindeuten. Mit Sicherheit kann das Vorliegen dieses 
K6rpers nicht angenommen werden, da z. B. bei seiner Methy- 
herung mit Diazomethan kein Gnoskopin erhalten wurde. 
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Biologische Prifung: Die Tagesdosen von 8, 10 und 30 y 
als wiBrige, weinsaure Loésung verabreicht, hatten keine antiskor- 
butische Wirkung (Tiere Nr. 90—98, Vers.-Reihe ITI). 

b) Praparat Ob. 1586 (Dr. Oberlin). 3,0 g Kotarnin und 
2,0 ¢ Normekonin werden in 15 cem absolutem Alkohol 1 Stunde 
lang unter RiickfluB zum Sieden erhitzt. Gleich beim Zusammen- 
geben der Komponenten tritt Dunkelrotfarbung ein. Beim Er- 
kalten scheidet sich ein dickes Ol ab, das, besonders nach Impfung, 
langsam krystallinisch erstarrt. Man saugt ab und rihrt erst mit 
10 cem eisgekiihltem Alkohol, dann noch 8mal mit insgesamt 
20 ccm Essigester zur Entfernung noch vorhandenen Normekonins 
an. Ausbeute 3,4 gan trockenem krystallisierten Praparat Ob. 1586. 
Dieses wird aus 50 ccm heiBem Methylalkohol umkrystallisiert und 
stellt gelbe, zu Drusen vereinigte, einheitliche Nadelchen dar. Ihr 
Schmelzpunkt bleibt auch nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
unscharf. Erweichen von 110° an, dann immer stirker werdendes 
Weich- und Rotwerden bis zur schlieBlichen Zersetzung. Die Ver- 
bindung ist in Chloroform gut, in heiSem Methylalkohol ziemlich 
gut, in Athylalkohol und Essigester sehr schwer léslich, in Ather 
und Petrolaither unldslich. Verdiinnte Séuren lésen leicht; aus 
dieser Lésung ist durch vorsichtigen Alkalizusatz die Base wieder 
auszufillen, die sich im UberschuB sofort lést, wobei die alkalische 
Lésung rasch Dunkelgrinfarbung annimmt. 

Die Analysenergebnisse dieser anscheinend schwer verbrenn- 
baren Verbindung waren unbefriedigend (fiir C55H,,O, ber. N 3,6 
und OCH, 8,1; gef. N 3,1 und OCH, 7,5); aus den nachfolgenden 
Tatsachen geht jedoch geniigend klar hervor, daB der vorliegende 
Korper das gesuchte Methylnornarkotin ist. Der gleiche Korper 
entsteht, wie spater festgestellt wurde, auch schon nach kurzem 
Aufkochen der Komponenten in Methyl- oder Athylalkohol. 

Aus der kalten alkoholischen Lésung des Priparates Ob. 1586 
laBt sich durch vorsichtigen Zusatz von gekihlter alkoholischer 
Salzsiure ein langsam krystallisierendes, weiBes Chlorhydrat ge- 
winnen, das sich von etwa 280° an briunt und sich bei 240—245° 
zersetzt. Die Analyse dieses Salzes stimmt scharf auf ein Spalt- 
produkt der Formel C,.H,,0,NCl, woraus hervorgeht, daB Ob. 1586 
auch durch vorsichtige Behandlung mit Chlorwasserstoff kein Chlor- 
hydrat liefert, sondern in ein kleineres Molekil gespalten wird. 
Dieses weiBe Chlorhydrat ist von dem gelben Kotarninchlorid, dem 
dieselbe Summenformel zukommt, verschieden. — Durch 4 maliges 
Ausschiitteln mit Essigester wird der frisch hergestellten Losung 
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von Ob. 1586 in kalter 2°/,iger Salzsiure das im Molekiil vor- 
handene Normekonin praktisch quantitativ entzogen. Aus der 
sauren, von Normekonin befreiten waBrigen Lésung lassen sich ein 
amorphes Pikrat und ein krystallisierbares Perchlorat fillen, die 
nach Aussehen und Schmelzpunkt von Kotarninpikrat und -per- 
chlorat verschieden sind. Wird Ob. 1586 mit Diazomethan methy- 
ert, so entsteht einmal quantitativ Mekonin (entsprechend dem im 
Molekiil vorhandenen Normekonin), daneben aber nicht Kotarnin, 
sondern zu etwa 60°/, des Ausgangsmaterials eine amorphe, tertiire 
Base. Kotarnin wird seinerseits durch Diazomethan nicht verindert. 

Biologische Priifung: 2,10 und 30y als wiBrige, weinsaure 
Loésung taglich verabreicht, hatten keine antiskorbutische Wirkung 
(Tiere Nr. 58—62, Vers.-Reihe II der Tabelle 2). 

Da die Kondensationsversuche mit Normekonin nicht zum 
Ziele fiihrten, wurden noch weitere mit Diacetyl-normekonin, 
Dibenzoyl-normekonin, mit 6-Brom- und 6-Jod-normeko- 
nin, sowie dem Dibenzylither des 6-Brom-normekonins 
durchgefiihrt. Da die drei letzteren Korper bei der Hydrierung 
quantitativ in Normekonin iibergehen, sind sie fiir die Synthese des 
Methyl-nornarkotins geeignet. Es war jedoch nicht méglich, eine 
Kondensation im gewiinschten Sinne zu erzielen. Von der Wieder- 
gabe dieser weitgehenden Versuche muB wegen Raumbeschrinkung 
abgesehen werden. 


III. Versuche zur Isolierung von Narkotin aus frischen Pflanzensaften. 


a) Aus Kartoffeln (Dr. Hromatka). 50kg Kartoffeln 
wurden nach Laland (a. a. O.) verarbeitet. Da es uns nicht auf 
Isolierung des C-Vitamins, sondern auf den Nachweis des in wiaB- 
riger Lésung vollig bestindigen Narkotins ankam, wurde die Ein- 
dampfung im Vakuum bei 35—45° Innentemperatur ausgefiihrt ; 
Laland schreibt 25° ohne niéhere Angaben. 

Weil Narkotin eine sehr schwache Base ist, war mit der 
Méglichkeit zu rechnen, daB es schon bei dem Ausiathern der sauren 
Lésung zum Teil in die aétherische Schicht iibergehen wiirde. Daher 
wurde auch diese eingedampft und der Riickstand auf Narkotin 
geprift. Das Ergebnis war negativ. Ebensowenig gelang es, aus 
dem Ather, der zur Ausschiittelung des neutralisierten Extraktes 
verwendet worden war, Narkotin zu gewinnen. Eine krystalli- 
sierte Base war zwar in geringer Menge (0,0047°/, der Kartoffeln) 
vorhanden, dieselbe zeigte jedoch im Vakuumréhrchen den Schmelz- 
punkt 220°, waihrend Narkotin bei 176° schmilzt. Die genauere 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCI X. 15 
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Untersuchung erwies, daB hier Solanidin, das Aglykon des 
Solanins, vorlag (der Schmelzpunkt des Solanidins ist in der Lite- 
ratur zu niedrig angegeben!). Zur Identifizierung wurde nach 
Heiduschka und Sieger!) aus reinstem krystallisierten Solanin 
das Solanidin hergestellt. Der Schmelzpunkt desselben fiir sich, 
wie in Mischung mit dem Praparat aus Kartoffeln, wurde im 
Vakuumrohrchen ebenfalls bei 220° gefunden. 

Es ist nicht anzunehmen, da das Narkotin, falls vorhanden, 
iibersehen worden ist. Dagegen ist die Moglichkeit nicht aus- 
geschlossen, daB die Kartoffeln im Februar, als diese Versuche 
angestellt wurden, kein Narkotin mehr enthielten. 

b) Aus unreifen Orangen (Dr. Krieg). Verarbeitet wurden 
3 Liter Saft von unreifen, noch griinen Orangen. Bei einer 20° 
nicht iibersteigenden Temperatur wurde der Saft auf die Hialfte 
eingeengt und der Riickstand von 11/, Litern mit der gleichen 
Menge Aceton allmahlich versetzt. Von den bei dieser Operation 
ausgefallenen Produkten wurde die fast klare Lésung abgehebert 
und das Aceton im Vakuum abgedunstet. Der so vorbereitete 
Saft wurde in 8 Stufen ausgeschiittelt : 

a) natursauer (stark lackmussauer) mit Ather; 

b) schwach natronalkalisch, ebenfalls mit Ather; 

c) stark alkalisiert, mit Essigester. 

Aus den einzelnen Fraktionen resultierten: 

a) 4g eines dunkelbraunen, zahen, sirupartigen Korpers, zum 
Teil von festen Partikeln durchsetzt ; . 

b) 0,8 g eines hellgelben, zum Teil festen, sirupartigen Ko6rpers; 

c) 0,1 g (wie b). 

Da bekannt und durch Versuche bestatigt war, daB Narkotin 
als schwache Base aus seinen waBrigen Losungen mit schwachen 
organischen Sauren, z. B. Citronen- oder Weinsiure, durch Ather 
bei geniigend langer Extraktionsdauer ausgeschiittelt werden kann, 
wurden nach der Reinigung alle 3 Fraktionen auf Narkotin gepriift. 
Die Vorpriifung mit Mayers Reagens deutete darauf hin, daB die 
Hauptmenge eines fallbaren, basischen K6rpers in dem sauren 


Anteil zu suchen war. 


Es ergaben: 


Fraktion a) Fallung, 
b) kaum bemerkbare Reaktion, 


c) schwache Triibung. 


99 


99 


1) Arch. Pharm. 256, 18 (1917). 
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Untersuchung des Anteils a) (natursauer). Zur Reini- 
gung wurde der Sirup mit 10°/,iger Salzsiure aufgenommen, die 
dligen Stoffe durch Ather entfernt und die salzsaure Lésung 
schwach alkalisch ausgedéthert. Der schwach gelbliche, élige, zum 
Teil feste Atherriickstand betrug nur etwa 10 mg und konnte durch 
Essigester und Petrolaither lediglich in einen geringen Anteil eines 
fast weiBen, in Alkohol unldslichen K6rpers, sowie in ein schwach 
gelb gefarbtes, dliges Produkt zerlegt werden. Eine Identi- 
fizierung war wegen der geringen Mengen nicht mdglich. In etwa 
10°/,iger HCl gelést, ergaben beide Anteile auffallend quittengelbe 
Lésungen, die mit Mayers Reagens ebensolche Fallungen lieferten. 

Untersuchung der Anteile b) und c). Durch Reinigung 
der Fraktionen b) und c) wurden lediglich Spuren schwach gelbgriin 
gefarbter Produkte gewonnen, die — in verdiinnter Salzsiure 
lésliich — mit Mayers Reagens nur geringe Verainderungen er- 
gaben. Kine Gelbfairbung trat auf Zusatz der Salzséure nicht ein. 

Zusammenfassend ist tiber den obigen Versuch mitzuteilen, 
daB nur aus dem natursauren Saftkonzentrat ein schwach basischer 
Korper isoliert werden konnte. Seinem Verhalten nach war er 
nicht als Narkotin anzusprechen, eine Identifizierung war bei der 
diuBerst geringen Ausbeute nicht médglich. 

2 Kontrollversuche zeigten, daB zum Orangensaft zugefiigtes 
Narkotin bei obiger Aufarbeitung mit Sicherheit in krystallisierter 
Form wiedergefunden wird und zwar in den Atherextrakten 
aus saurer Loésung. Citic ts 

Angewendet: 0,2 g Narkotin auf 2 Liter Saftkonzentrat. 

Gefunden: 0,12 g Narkotin. 


Versuch II. 
Angewendet: 1 g Narkotin auf 2 Liter Saftkonzentrat. 
Gefunden: 0,88 g Narkotin. 


IV. Bestrahltes Narkotin (v. W. 1599). 

2 Liter einer luftfreien 0,8°/,igen Léosung von Narkotin in 
Feinsprit wurden in einer Quarzapparatur wihrend 3 Stunden den 
Strahlen eines Quecksilberdampfbrenners ausgesetzt. Alle Mab- 
nahmen fiir peinlichsten Luftausschlu8 sowie zur Bewegung der 
Lésung waren aus der Technik der Ergosterinbestrahlung iiber- 
nommen. Durch eine sehr wirksame Kiihlvorrichtung wurde jede 
Erwarmung der Lésung wahrend der Bestrahlung vermieden. Der 
Fortgang der Bestrahlung wurde an Hand der Anderung der 
optischen Drehung sowie der Aufnahmen von Absorptionsspektren 
im Ultraviolett verfolgt. 


15* 
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Die starke Linksdrehung des Narkotins ging verhaltnismaBig 


rasch zuriick: 
« im 4dm-Rohr vor der Bestrahlung = — 2,19° 


ae aa nach !/, Stunde =— 1,89° 
sc: i" » 1 Stunde =— 1,54? 
e», Ss - » 2 Stunden =— 0,989 
Sai Ga » o& Stunden =— 0,56°. 


Das Absorptionsspektrum im Ultraviolett blieb jedoch quali- 
tativ konstant. 

Die anfangs farblose Lésung nahm im Verlauf der Belichtung 
einen griinlich fluorescierenden Farbton an. Nach beendeter Be- 
strahlung wurde das Losungsmittel unter LuftausschluB bei einer 
Temperatur von nicht tiber 25° im Vakuum entfernt. Der Riick- 
stand bestand aus einem hellgelb-griinlichen Ol, das reichlich mit 
Krystallen durchsetzt war. Er wurde in Sesam6él aufgenommen. 

Biologische Priifung: Tagesdosen von 0,4 und 2 mg hatten 
keine antiskorbutische Wirkung (Tiere Nr. 84—89, Vers.-Reihe III). 


V. Bereitung von Praparaten aus frischem Orangen- und Citronensait 
durch Atherextraktion (Dr. Krieg). 

a) 80 Liter frisch gepreBter Saft von reifen, geschaélten Orangen 
wurden im Vakuum bei einer Temperatur von 18—20°C auf 
etwa 6 Liter eingeengt. Das Konzentrat wurde zur Ausfallung von 
emulsionsbildenden, sowie Faserstoffen, mit der gleichen Menge 
frisch destillierten, peroxydfreien Acetons versetzt. Von dem 
Ausgeschiedenen wurde die fast klare Lésung abgehebert und im 
Vakuum bei etwa 18° C das Aceton abgedampft. Der so verarbeitete 
Saft wurde wiederholt ausgeéthert und zwar: 


1. natursauer (lackmussauer); 
2. nach der unter stetem Umschwenken mit Soda erfolgten Neutralisation 


Lackmus), anschlieBend nach der weiteren Zugabe von Soda bis zur déuBerst 


schwach alkalischen Reaktion; 
3. alkalisiert bis zur deutlich alkalischen Reaktion (Lackmus). 


Aufarbeitung der Atherfraktionen. — 1. Natursauer. Der gold- 
gelbe Ather (etwa 7 Liter) wurde 4 Stunden wber Natriumsulfat 
unter wiederholter Zugabe weiterer, mit Ather angeschlimmter 
und entliifteter Natriumsulfatgaben getrocknet. 

In die Gesamtmenge des Athers wurde trockenes Salzsiuregas 
eingeleitet. Eine hierbei entstandene milchige Tribung  ver- 
dichtete sich nach einigen Stunden zu einer dunkelbraunen Fliissig- 
keit (etwa 15 cem), der Ather selbst blieb gelb gefirbt. 

2. Neutral baw. auBerst schwach alkalisch. Der Ather 
(etwa 5 Liter) war schwach gelb gefirbt, nach dem Einleiten von 
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trockenem Salzsiuregas in den getrockneten Ather erfolgte die Ab- 
scheidung einer goldgelben Fliissigkeit (etwa 15 ccm). 

8. Alkalisch. Der Ather (etwa 5 Liter) war schwach gelb 
gefirbt, weitere Aufarbeitung und Verhalten wie Ather 2. 

Die noch mit Wasser vermengten Hydrochloride der 8 Frak- 
tionen wurden zur Reinigung in je etwa 100 ccm Wasser auf- 
genommen, ihre Lésungen vorsichtig unter Umschwenken neu- 
tralisiert (Lackmus), die Produkte erneut durch je etwa 1 Liter 
Ather extrahiert, der Ather ttber Natriumsulfat getrocknet und 
wieder durch trockenes Salzsiuregas gefiilt. 

Es resultierten diesmal aus der ,,natursauren‘’’ Fraktion I 
etwa 10 g, aus der Fraktion II (2. und 3. vereinigt) etwa 8 g einer 
schwach gelb gefarbten Fliissigkeit. Nach dem Eindunsten dieser 
Flissigkeiten im Hochvakuumexsiccator hinterblieben aus I etwa 
7 mg, aus IT etwa 9 mg eines braunen, harzigen Produktes. 

Das Verhalten beider Priaparate in physikalischer und chemi- 
scher Hinsicht war gleich. Beide waren nur zum Teil léslich in 
Wasser, in verdiinnter Salzsiure und 1°/,iger Essigséure. Gepriift 
wurden die Riickstaénde in schwach salzsaurer waBriger Losung. 


1. Auf Zugabe von Mayers Reagens trat eine deutliche Reaktion (weiB- 
liche Triibung) ein. 

2. Natronlauge, in Spuren zugegeben, erzeugte deutlich sichtbare Trii- 
bung, auf weiteren Natronlaugezusatz trat keine Lésung, sondern lediglich 
Aufhellung ein, die durch die Verdiinnung der Fliissigkeitsmenge verursacht 
wurde. Ein deutlicher pyridinbasenahnlicher Geruch war wahrnehmbar. 

3. Natriumacetat erzeugte eine deutliche Triibung, wiederum trat 
starker Geruch nach pyridinbasenahnlichen Verbindungen auf. 

4, Eisenchlorid ergab eine Spur Verfarbung nach griin, die Reaktion 
war aber nicht einwandfrei als Phenolreaktion zu kennzeichnen. 

5. 2,6-Dichlorphenol-indophenol in 0,05°/,iger waBriger Lésung wurde 
bei tropfenweisem Zusatz dieser Lésung nicht entfarbt. 

Zur Ausfiihrung ist allgemein zu bemerken, dai siimtliche 
Operationen unter sorgfiltigem Luftabschlu8 in CO,-Atmosphire 
ausgefiihrt wurden. 

Biologische Prifung: Der Riickstand 2 (Praparat Kg.1610), 
gelést in weinsaurem Wasser, verhinderte in Tagesdosen von 1 und 
10 y nicht den Ausbruch des experimentellen Skorbut bei Meer- 
schweinchen (Tiere Nr. 99, 100, 118, 119, 121 122, Vers.-Reihe IV 
der Tabelle und Tafel I). 

b) Aus frisch gepreBtem, durch Mull filtrierten Saft von 
reifen Citronen wurden taglich folgende Priparate hergestellt 
und fiir die biologische Priifung verwendet: 


‘ 
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1. 5 ccm Rohsaft. 

2. Praparat Kg. 1628,: 20 ccm Saft, dezitriert nach Zilvat) mit CaCQ,. 

3. Praparat Kg. 1628,: 20 ccm Saft, dezitriert nach Zilva mit CaCO,, 
ausgedithert mit peroxydfreiem Ather. 60 ccm Saft wurden 5mal mit je 20 ccm 
Ather unter Kohlensdureausschiittelung extrahiert. z 

4, Priparat Kg. 1628,: Atherextrakt von 100 ccm Ather (5 x 20 ccm), 
mit dem 60 ccm nach Zilva dezitrierten Saftes extrahiert wurden. Der Ather 
wurde im Vakuum unter Zugabe von 6 mg Weinséure abgedunstet und sein 
Riickstand in 3 cem Wasser aufgenommen. 

Samtliche Praéparate entstammten zeitlich derselben tig- 
lichen Saftpressung und derselben Saftmischung. Die Dezitrierung 
erforderte etwa 1,25 Stunden Zeit, die wbrigen Arbeiten etwa 
1 Stunde, so daB die Herstellung der Priparate im Durchschnitt 
21/, Stunden, von der Pressung des Saftes an gerechnet, erforderte. 

Biologische Prifung: Roher Citronensaft hatte in Tages- 
dosen von 1,5 cem deutliche antiskorbutische Schutzwirkung 
(Tiere Nr. 128, 129, 138, Vers.-Reihe IV der Tabelle). 

Kg. 1628, verhinderte in Tagesdosen von 1,5 und 3 ccm den 
Ausbruch des experimentellen Skorbut (Tiere Nr. 102, 103, 108, 
123 und 124, Vers.-Reihe IV der Tabelle und Tafel I). 

Kg. 1628, hatte in Tagesdosen von 1,5 und 3 cem qualitativ 
und quantitativ die gleiche antiskorbutische Wirkung wie 1628, 
(Tiere Nr. 104, 106, 111, 112 und 113, Vers.-Reihe IV der Tabelle 
und Tafel I). 

Kg. 1628, war in Tagesdosen von 1,0 ccm, entsprechend der 
Vitamin C-Menge von 20 cem dezitriertem Saft, unwirksam (Tiere 
Nr. 110, 114, und 115, Vers.-Reihe IV der Tabelle und Tafel I). 





Nachschrift bei der Korrektur: 


Wihrend der Drucklegung der vorliegenden Arbeit wurde von 
uns eine weitere Versuchsreihe zum Abschlu8 gebracht, in der 
2 Hexuronsiurekonzentrate (hergestellt entsprechend den An- 
gaben von Szent-Gy6érgyi in Biochemic. J. 22, 1887 [1928)) 
biologisch gepriift wurden. 

Im Gegensatz zu den in der obigen Arbeit beschriebenen 
Priiparaten waren diese Konzentrate bei sonst gleicher Versuchs- 
anordnung einwandfrei antiskorbutisch wirksam. 





1) Bericht der stind. Kommission fiir biol. Standardis. Hygiene-Abt. des 
Vélkerbundes London No C H 1056 I, Genf 1931. 











Zur Kenntnis der Oxydation von Sulfhydrylverbindungen 
mit Wasserstoffsuperoxyd. 


I. Mitteilung. 
Die Oxydation von Cystein mit Wasserstoffsuperoxyd. 


Von 


Alfons Schiéberl. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Juni 1932.) 


Friihere Untersuchungen’) iiber die antikatalytischen Eigen- 
schaften von Sulthydryl(—SH)-Verbindungen bei der Leukomethylen- 
blauoxydation erforderten die Kenntnis der Einwirkung von 
Wasserstofisuperoxyd auf diese Antikatalysatoren. Hieriiber lagen 
bis vor kurzem noch wenig Angaben vor und insbesondere waren 
fast keine kinetischen Messungen ausgefiihrt. Solche Versuche 
schienen auch fiir die Frage der Teilnahme von SH-Glutathion 
an biologischen Oxydationsvorgiingen von Bedeutung zu sein. Ks 
war dabei vielleicht an einen Zusammenhang zwischen SH-Glu- 
tathion und peroxydatischer Wirksamkeit der Zelle im Sinne von 
A.y.Szent-Gyérgyi?) und an die SchluB8folgerungen von KE. Abder- 
halden und E. Wertheimer’) iiber die Giftigkeit von Wasser- 
stoffisuperoxyd auf die Zelle zu denken. Die soeben von A. K. Balls‘) - 
mitgeteilte Beobachtung iiber die Aktivierbarkeit von Leberkatalase 
durch SS-Glutathion verdient in dieser Hinsicht Beachtung. Wenn 
sich fiir die Ansicht, daB das Gleichgewicht zwischen SH- und SS- 
Glutathion dariiber bestimmt, ob die Zelle hydrolysierend oder oxy- 
dativ arbeitet®), weitere Beweise erbringen lassen, kann jede Unter- 
suchung iiber physiologisch mégliche Ubergiinge zwischen SH- 
und SS-Formen ihnlicher Systeme neue Erkenntnisse vermitteln. 

In diesem Sinne beabsichtigten wir, die Wasserstoffsuperoxyd- 


1) I, Mitt. Ber. chem. Ges. 64, 546 (1931); II. Mitt. Diese Z. 201, 167 (1981). 

2) Biochem. Z. 178, 75 (1926). 8) Pfliigers Arch. 199, 336 (1923). 

*) Amer. chem. J. 54, 2182 (1932). 

5) Vgl. z. B. W. Grassmann und Mitarbeiter, Diese Z. 186, 183 (1930); 
194, 124 (1931); E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, Naturw. 18, 280, 
644, 952 (1930); 19, 964 (1931); 20, 122 (1932); H. Pringsheim und Mit- 
arbeiter, Naturw. 20, 64 (1932). 
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oxydation von SH-Verbindungen an einigen Beispielen zu_be- 
arbeiten. Thioglykolsiure, Cystein und SH-Glutathion werden selbst 
in saurer Lésung, wie friiher gezeigt wurde,.leicht zu den ent- 
sprechenden Disulfiden dehydriert. Neben der Ausarbeitung der 
priiparativen Uberfithrbarkeit in die Disulfide wiinschten wir vor 
allem auch Kenntnisse iiber die Geschwindigkeit der Wasser- 
stoffsuperoxydoxydation. Sie erweist sich in hohem Mafe abhingig 
von der herrschenden [H*] und der Anwesenheit katalytisch 
wirkender Schwermetallsalze.’) Die Beobachtung der Drehung 
bietet ein Mittel zur Festlegung der Oxydationsgeschwindigkeit 
optisch aktiver SH-Verbindungen, wie an dem Beispiel von SH- 
Gzlutathion in einigen orientierenden Versuchen gezeigt wurde. 
Gleichzeitig war mehrfach auf die Notwendigkeit des Ausbaues 
der Wasserstoffsuperoxyddehydrierung nach verschiedenen Rich- 
tungen hingewiesen worden. Wir wandten uns zuniichst der 
kinetischen Verfolgung der Oxydation von Cystein zu. Die MeB- 
methode beruht auf dem groBen Unterschied in der spezifischen 
Drehung von Cystein und Cystin. 

Nach AbschluB unserer Versuche gelangte eine Mitteilung 
von N. W. Pirie?) tiber den gleichen Gegenstand zu unserer 
Kenntnis.*) Die Messungen von Pirie sind unter anderen Re- 
aktionsbedingungen ausgefiihrt worden. Obwohl die Ausfiihrung 
der Kinetik in Pufferlésungen angebracht gewesen wiire, wurde 
doch wegen der Schwerléslichkeit von Cystin das Arbeiten in 
salzsaurer Lisung zunichst vorgezogen.‘) Bei der Bestimmung 
der Enddrehwerte war auf die Abhingigkeit des Drehungsvermégens 
der Aminosiiure von [H*] und Temperatur zu achten. O. Lutz 
und B. Jirgensons®) zeigten, daB das Drehungsvermégen von 
Cystin mit zunehmender Siurekonzentration und zunehmender 


Temperatur im positiven Sinne steigt.°) 


1) Vgl. auch die von A. Wassermann [Ber. chem. Ges. 68, 704 (1932)] 
erneut untersuchte Oxydation von H,S durch H,0,. 

*) Biochemic. J. 26, 1565 (1931). 

8) Aus diuBeren Griinden kann die Veréffentlichung unserer Resultate 
erst jetzt erfolgen. 

*) Dagegen ist in anderen Systemen (Thiomilch-, Thioipfelsiure und 
SH-Glutathion) die Benutzung von Pufferlésungen beabsichtigt. 

5) Ber. chem. Ges. 68, 448 (1930) u. zwar S. 456. 

*) Wir haben die Ergebnisse von Lutz u. Jirgensons an Cystin in 
zahlreichen Messungen bestiitigt gefunden. Auch Cystein wurde in diesem 
Sinne untersucht. Auf eine Wiedergabe der Resultate muB8 leider wegen 


Raummangel verzichtet werden. 
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Drehungsbestimmungen an Cystin in salzsaurer Lisung veran- 
laBten eine Bearbeitung der hydrolytischen Spaltung des Cystin- 
chlorhydrates. Dieses Salz unterliegt in Wasser weitgehender 
Hydrolyse. Die Angabe von J. Tagawa?) iiber die Schwer- 
léslichkeit von Cystinchlorhydrat in Wasser beruht auf einem 
Irrtum. 

Freies Cystein und sein Natriumsalz werden von Wasserstoff- 
superoxyd auBerordentlich rasch zu Cystin dehydriert. Die Not- 
wendigkeit der Anwesenheit von Schwermetallkatalysatoren ist hier- 
bei noch nicht geklirt. Die Oxydation in salzsaurer Lésung brachte 
eine derartig starke Herabsetzung der Reaktionsgeschwindigkeit, 
daB nunmehr die Priifung der katalytischen Fihigkeiten von 
Kupfer- und Kisensalzen méglich war. Die Versuche wurden bei 
verschiedener Salzsiurekonzentration durchgefiihrt. Die Oxydation 
in saurer Lésung wird fast ausschlieBlich durch Schwermetall- 
katalysatoren verursacht sein. Cupri- und Ferrosulfat sind von 
groBer katalytischer Wirksamkeit. Auffallend ist, daB eine Er- 
héhung der Salzsiurekonzentration besonders die Eisenkatalyse 
stark beeintrichtigt. Bei der Kupferkatalyse ist diese Hemmung 
nicht so deutlich ausgeprigt, sie scheint aber ebenfalls vorhanden 
zu sein. Zweifellos ist die Eisenkatalyse der Wasserstofisuper- 
oxyddehydrierung ,,siureempfindlicher“ als die Kupferkatalyse. 
Weiterhin ist zu beachten, daB in der stirker sauren Lisung das 
Eisen in seiner katalytischen Wirksamkeit von Kupfer iibertroffen 
wird. In der schwacher sauren Lésung erweist sich das Eisen 
wiederum als ,,aktiver“. Es ist merkwiirdig, da eine verhiltnis- 
miBig geringe Anderung der Siiurekonzentration eine solche ent- 
scheidende Beeinflussung von Kupfer- und Eisenkatalysen, in ihrer 
Wirksamkeit gegeneinander abgewogen, verursachen kann. Sicher 
haingt dies eng mit dem Mechanismus der Katalyse zusammen. 

Das vorliegende Problem wurde auf breiterer Grundlage bewuBt 
im Hinblick auf die Frage des auch physiologisch wichtigen Nach- 
weises der intermediairen Bildung von Wasserstoffsuper- 
oxyd bei der Oxydation von SH-Verbindungen mit Sauerstoff in 
Angriff genommen. Die Aussichten dafiir sind allerdings ungiinstig. 
Die Hauptschwierigkeit liegt in der leichten Dehydrierbarkeit von 
solchen Verbindungen durch Wasserstoffsuperoxyd selbst, die vor 
allem in dem p,-Bereich so rasch vor sich geht, der fiir die 
katalytische Oxydation durch Sauerstoff allein in Betracht kommt. 


1) Biochem. Z. 243, 330 u. 355 (1931) u. zwar S. 388 u. 366. 
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Es ist eine Frage der Reaktionsgeschwindigkeit, ob Wasserstoff- 
superoxyd direkt oder indirekt nachgewiesen werden kann. In 
diesem Zusammenhang mag auf unsere friiheren Untersuchungen 
iiber eine gemeinsame Beteiligung von Kupfer- und Eisensalzen 
bei einer Sauerstoffoxydation hingewiesen werden, wobei dem 
Kupfer Oxydase-, dem Eisen Peroxydaseeigenschaften zugeschrieben 
wurden. ©. Voegtlin, J. M. Johnson und S. M. Rosenthal?) 
fanden, daB Eisensalze im Gegensatz zu den stark wirksamen 
Kupfersalzen nicht als Katalysatoren der Sauerstoffoxydation von 
SH-Glutathion wirken kénnen. C. A. Elyehjem?) wies ferner darauf 
hin, daB auch bei der Cysteindehydrierung die katalytische Wirk- 
samkeit von Kupfer die von Eisen um ein Vielfaches iibersteigen 
kann.) Diese Beobachtungen bieten Veranlassung, der Frage 
nach der gemeinsamen Beteiligung von Kupfer- und Eisensalzen 
bei Sauerstoffoxydationen von SH-Verbindungen niherzutreten. 


Fiir die Ausfiihrung einer Reihe von Drehungsbestimmungen 
habe ich Herrn Emil Berninger zu danken. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Reinigung von 1-Cystin erfolgte zumeist iiber das Chlorhydrat.*) 
Tagawa’) schreibt gelegentlich einer Untersuchung iiber die magensekretions- 
erregende Wirkung salzsaurer Aminosiuren iiber 1-Cystinchlorhydrat: ,,Ob- 
gleich in Wasser schwer loéslich, zeigt es deutlich mehr Wirkung als 
Cystin.“‘ Diese Angaben lassen erkennen, da8 Tagawa die hydrolytische 
Spaltung des Chlorhydrates in Wasser iibersehen hat, Der Grad der Hydro- 
lyse steigt mit der Verdiinnung. Es gelingt ohne weiteres, bei raschem 
Arbeiten in der Wirme '/,- oder 0,5 m-Cystinchlorhydratlésungen in Wasser 
herzustellen. Aus diesen Lésungen beginnt jedoch bald freies Cystin aus- 
zukrystallisieren. Das, was Tagawa als in ,, Wasser schwer lésliches Cystin- 
chlorhydrat“ angesehen hat, war in Wirklichkeit freies Cystin. Das Salz 
eignet sich zur sichtbaren Demonstration einer Hydrolyse ausgezeichnet. 
21,6°/, des gesamten im Chlorhydrat vorliegenden Cystins fallen aus, wenn 
man eine 0,5 m-Lésung herstellen will und 55,6°/, bzw. 60,7°/) bei dem 
Versuch der Herstellung einer 0,1 bzw. 0,05 m-Lésung. Man sieht, wie 
mit zunehmender Verdiinnung die Menge des ausfallenden Cystins wiichst. 

Cysteinchlorhydrat wurde durch Reduktion von 1-Cystin mit Sn und 
HC! dargestellt. Die Umkrystallisation erfolgte aus 5 n-HCl nach M. Berg- 


1) J. of biol. Chem. 98, 435 (1931). 

2) Science 74, 568 (1931). 

8) Cu erwies sich als etwa 16mal wirksamer als Fe, nicht, wie im 
Chem. Z. 1982, I, 2016 nicht richtig referiert ist, 44 mal wirksamer. 

4) Vgl. E. G. Gerwe, J. of biol. Chem. 91, 57 (1931). 

5) A. a. O. S. 233. 

®) Ber. chem. Ges. 63, 987 (1930). 











Zur Kenntnis der Oxydation von Sulfhydrylverbindungen usw. 985 


erhalten. Nach dem Vorschlag von O. Warburg’) haben wir unsere 
Priparate zur Entfernung vow Schwermetallchloriden mehrmals gut mit 
Aceton durchgerihrt. Die Reinheit wurde durch jodometrische Titration 
kontrolliert. Dabei spielt die [H*] der Titrationsfliissigkeit eine wesentliche 
Rolle. Cysteinchlorhydrat zeigt in wiBriger Lésung (py etwa = 2,1) auf 
Cystinbildung berechnet einen zu hohen Jodverbrauch; das gleiche ist der 
Fall, wenn man Cystein als Na-Salz titriert. Richtige Resultate erhilt man 
in salzsauren Lisungen.*) Cysteinchlorhydrat wurde nach mehrfacher Um- 
fillung lufttrocken zu den Versuchen verwendet. 


Die Cysteinkonzentration betrug in allen Versuchsansiitzen 0,04 m. 
Man verwendete immer 10 ccm 0,1 m-Cysteinchlorhydratlésung in Wasser 
bzw. 0,2 n-HCl, die im MeBkolben mit Wasser bzw. 0,2 n-HCl auf 25 ccm 
aufgefillt wurden. An Oxydationsmittel nahm man 8 ccm einer 0,2 n-Wasser- 
stoffsuperoxydlésung in Wasser, die jeden Tag frisch aus Perhydrol 
(Merck, z. Anal.) bereitet wurde (Gehaltsbestimmung durch Titration mit 
0,1 n-KMn0O,). Theoretisch sind 5 cem nétig. Die Reaktionsdauer wurde 
von der Zugabe des Wasserstoffsuperoxydes an gestoppt. Nach Herstellung 
der Reaktionslésung fiillte man méglichst rasch in ein Polarimeterrohr 
von 1 dm Linge ein und schritt sofort zu den Drehungsbeobachtungen, 
die bei 18° bzw. 25° in gewissen Zeitabstinden ausgefiihrt wurden. Gemessen 
wurde bei der griinen Hg-Linie (A = 546 mu). Was die Siurekonzentration 
anlangte, so trafen in einer Messreihe 2 Mole HCl auf 1 Mol Cystein, 
in einer anderen 4,2 Mole HCl auf 1 Mol Cystein. Die verwendeten 
Katalysatorlésungen (Cupri- und Ferrosulfat) waren 0,01— bzw. 0,001 m 
in Wasser’), von denen immer 1 ccm den Reaktionslésungen zugesetzt 
wurde. Die Metallsalzkonzentration war deshalb 4-10~* bzw. 4-107~° m. 
Die Versuche mit der héheren Katalysatorkonzentration muBten wegen 
der hohen Oxydationsgeschwindigkeit bei Zimmertemperatur (etwa 18°) 
ausgefiihrt werden. Bei den iibrigen Messungen war das Beobachtungs- 
rohr von Thermostatenwasser von 25° umflossen. Nach einer geniigend 
langen Beobachtungszeit wurde bei jedem Versuch die Enddrehung 
bestimmt.*) Nach Beendigung der Oxydation sind in den Versuchen I mit V 
pro Mol des entstehenden Cystin 4 Mole HCl, in den Versuchen VI mit X 
dagegen 8,4 Mole HCl enthalten. Wie Befunde iiber die Zuriickdriingung 
der Hydrolyse von Cystinchlorhydrat durch HCl-Zusatz bestitigen, tritt bei 
den Versuchen I mit V durch teilweise Hydrolyse des Chlorbydrates eine 
geringe Auskrystallisation von freiem Cystin nach lingerer Zeit ein. Die 
iibersittigten Lésungen sind aber verhiltnismiBig stabil. 





1) Biochem. Z. 187, 255 (1927) u. zwar S. 257. 

*) Vgl. H. D. Baernstein, J. of biol. Chem. 89, 125 (1930); C. C. Lu- 
cas, E. J. King, Canadian Chemistry and Metallurgy 15, 192 (1931). 

8) Die FeSO,-Lésung wurde jedesmal unmittelbar vor dem Versuch 
frisch hergestellt. 

*) Zur Berechnung der spezifischen Drehung ist zu beachten, daB aus 
einer 0,04 m-Cysteinlésung eine 0,02 m-Cystinlésung entsteht. c ist dann 
= 0,4805. Der Umsatz ergab sich aus den Drehungswinkeln. Dabei wird 
angenommen, daB die beobachtete Enddrehung einer 100°/,igen Uberfiihrung 
in das Disulfid entspricht. 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper. 


VI. Mitteilung. A. 4. Die Harnstoffbildung in iiberlebenden Organen 
und im PreBsaft derselben. 


Von 
L. Solowjew und 8S. Mardaschew. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Staatsinstitutes fiir experimentelle Medizin in Leningrad.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Juni 1932.) 


Kann in einem Leberautolysat Harnstoffbildung aus Aminosduren 
und Ammoniaksalzen stattfinden? 


In Perfusionsversuchen an der iiberlebenden Leber ist deren 
Befahigung, Harnstoff aus verschiedenen Aminosiuren und Ammo- 
niaksalzen zu bilden nachgewiesen worden. Ob aber Leberbrei 
oder Leberextrakte aus diesen Substanzen Harnstoff zur Entstehung 
bringen kénnen, das ist noch strittig. Indessen wiirde eine solche 
Synthese fiir die Erkenntnis des Chemismus der Harnstoffbildung 
ungemein férderlich sein und so manche noch dunkle Frage kliren. 
Wenn daher von Zeit zu Zeit berichtet wird, daB Harnstoffbildung 
erzielt wurde durch Leberbrei oder Leberextrakte aus zugesetzten 
Aminosiuren oder Ammoniaksalzen, so darf das nicht unbeachtet 
bleiben und erfordert eingehende Nachpriifung. 


Von neueren Publikationen iiber diese Frage, wollen wir aus der aller- 
letzten Zeit die Mitteilungen von Kyoji-Kase*) und Abderhalden und 
Buadze’) kurz besprechen. Die Versuche Kases sind darauf gerichtet 
festzustellen, ob nicht Harnstoff gebildet werde aus Aminosiuren, Dipeptiden, 
Anhydriden der Aminosiuren, Pepton und Ammoniaksalzen nach Zusetzung 
dieser Substanzen zu Organbrei. Daneben priifte er die Beeinflussung der 
Harnstoffbildung durch Sauerstoff. Seine SchluBsitze lauten: ,,Harnstoff 
wird im Leberbrei und bei Zusatz von Aminosiuren gebildet. Die Harn- 
stoffbildung aus Anhydrid und Peptonverbindungen ist leichter als aus ein- 
fachen Aminosiuren. Andere Organe bilden aus Aminosiuren keinen Harn- 
stoff. Harnstoffbildung aus Ammoniumverbindungen ist beim Versuch mit 
Leberbrei nicht zu konstatieren. Zufuhr von Sauerstoff begiinstigt die Harn- 
stoffbildung aus Aminoséuren“. Abderhalden und Buadze setzten zu 
Organbrei saures Ammoniumcarbonat zu und haben unter den eingehaltenen 
Versuchsbedingungen festgestellt, daB aus saurem Ammoniumcarbonat Harn- 
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stoff entsteht in Leberbrei (in privalierender Menge), in Nieren-, Muskel- 
und Milzbrei, jedoch nicht in Hirnbrei und Blut. 


Liingst bekannt ist, daB bei Autolyse der Leber Harnstoff- 
anreicherungen stattfinden und Salaskin und Solowjew haben 
nachgewiesen, daB bei der in iiblicher Weise durchgefiihrten Auto- 
lyse die einzige Quelle fiir Harnstoffbildung Arginin ist, welches 
durch proteolytische Fermente der Leber von deren Eiweifsub- 
stanzen abgespalten und weiterhin durch Arginase weiter gespalten 
wird, so daB letzten Endes der ganze Vorgang auf Kosten des 
Arginin—Arginasesystems zu setzen ist. Diese Tatsache steht in 
gewissem Widerspruch mit den Angaben der Autoren, dai Lebers 
brei aus Aminosdiuren und Ammoniaksalzen befihigt sei, Harnstoff 
zu bilden. Diese Angaben halten wir nicht fiir gesichert und 
beschlossen, sie einer Nachpriifung zu unterziehen. 


Methodik. 


Die Leber entstammt Hunden, die 2 Tage gehungert hatten. Tod durch 
Verblutung aus der a. femoralis. Mit destilliertem Wasser an der Oberfliche 
abgespiilt, wurde die Leber mit Latapie in Brei verwandelt. Mit dem Brei 
wurden in Portionen zu je 5 g Erlenmeyerkolben von 100 ccm Inhalt beschickt 
und mit je 20 cem Pufferlésung mit entsprechendem py nachgefiillt. Ein Teil 
der Kolben erhielt noch einen Zusatz von 0,25 g irgendeiner Aminosiure, 
die iibrigen dienten zur Kontrolle, nach Toluolzusatz folgte WatteverschluB 
und Absteilung im Thermostat bei 87° fiir 24 Stunden. Die Pufferlisungen 
bereiteten wir nach der Vorschrift von Mec Ilvaine. Nach 24 Stunden ent- 
nahmen wir die Kolben dem Thermostat und setzten je 5 ccm Tanretreagens 
zu, filtrierten den Satz mit Faltenfilter ab, setzten abgemessenen 15 ccm-Filtrat 
je 30 ccm Eisessig zu und darauf noch je 2,5 cem 10°/,ige Xanthydrollésung 
in Methylalkohol. Den Zusatz machten wir in 5 Schiiben mit gleichen 
Portionen in Intervallen von 10 Minuten. Nach dem letzten Schub wurde 
fiir 3 Stunden abgestellt und dann der Satz abfiltriert, auf einer Scheibe 
Filtrierpapier mit einigen Kubikzentimetern Methylalkohol gewaschen, 
80 Minuten getrocknet bei 100°, 40 Minuten im Exsiccator gekiihlt und ge- 
wogen. p,;, bestimmten wir elektrometrisch mit Chinhydronelektroden. In 
den Versuchen mit doppeltkohlensaurem Ammon, gewonnenen aus (NH,),CO, 
vermittels Absiittigung mit Kohlensiiure, wurden 5 g Leberbrei mit 100 ccm 
NH,HCO, in 10°/,iger Lésung im Glas mit angeschliffenem Pfropfen ge- 
mischt, 15 g Chloroform zugesetzt und dann mit Toluol nachgefiillt. 
Als Kontrolle dienten: 1. 5,0 g Leber in 100 ccm destilliertem Wasser und 
2. 5,0 ¢ Leber in 100 ccm Wasser, mit p,;, vermittels Na,CO, auf py des 
trundversuches gebracht. p,; wurde colorimetrisch bestimmt. Auch hier 
wurde mit Chloroform und Toluol nachgefiillt. Nach Abstehen von 14 Tagen 
im Thermostat bei 37° wurde die Lésung im Scheidetrichter yon Chloroform 
und Toluol geschieden und durch Faltenfilter filtriert. Das Filtrat wurde 
im Wasserbade bis auf 10 cem eingedampft und von neuem in Erlenmeyer- 
kolben abfiltriert unter Zusatz der erforderlichen Menge Eisessig. Harnstoft 
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wurde gefallt durch 10°/,ige Xanthydrollésung in Methylalkohol. Eine 
solche Methodik muB jedoch, ganz abgesehen von groBen Unbequemlichkeiten, 
auf welche auch Kase hinweist, a priori Fehlerquellen enthalten. Die 
eine ist das wiederholte Filtrieren, eine andere beruht auf der Méglichkeit, 
daB beim Eindampfen unter verschiedenem py der Harnstoff z. T. zerlegt 
wird. Daher haben wir das Verfahren in Versuch Nr. 2 dahin abgeiindert, 
daB nach 14 Tagen Thermostataufenthalt Toluol und Chloroform entfernt 
und der Liésung 10 ccm Tanretreagens zugesetzt wurde. Nach Abfiltrieren 
wurde in einem aliquoten Teil in der iiblichen Weise der Harnstoff bestimmt. 
Diese Modifikation des Verfahrens hat sich durchaus bewihrt, indem die 
“Bestimmung an Geschwindigkeit und Exaktheit gewonnen hat. In Versuch 
Nr. 2 ist die Bestimmung zur Hilfte nach unserem modifizierten Verfahren, 
zur anderen Hilfte nach Abderhalden gemacht. 


Experimenteller Teil. 


Versuche mit Aminosaéuren, Wir wiihlten fiir den Versuch 
die Glutaminsiiure und Glykokoll, und zwar in der Voraussetzung, 
daB die Versuchsergebnisse bei Kase von Verainderungen des p,, im 
Puffer nach Zusatz von Aminosduren abhingen. Dagegen war zu 
erwarten, da8 Glutaminsiiure, als recht starke Siure, erhebliche 
Verschiebung fiir p,, bewirken kénne, wihrend Glykokoll wirkungs- 
los bleiben miiBte. Das geht z. B. aus folgender Tabelle hervor. 

















K, Kk, Py 
d-Alann ...... 1,9 «101° 5,1 +1072 6,21 
1-Tyrosin . ..... 4,0 -10~° 2,6 -107~' 5,42 
d-Glutaminsiure .. . 5,62-10—5 1,55- 10778 8,22 
ee 1,8 -107~% 2,8 -10—'3 6,05 
Glyeyl-glycin . .. . 1,8 -10~° 2,0 ©1071! 5,52 








Hier sind K, und K, die Dissoziationskonstanten der betreffenden 
Sduren. Die Angaben sind Michaelis‘), entnommen. p, bedeutet py, der 
betreffenden Aminosiure entsprechend ihrem isoelektrischen Punkt und wird 
nach folgender Formel berechnet: 


Py = 7 /e (Pra + Pew — P,,). 


Wie bekannt, steht py der Lésung eines reinen Ampholyten, je nach 
der Konzentration desselben, zwischen seinem isoelektrischen Punkt und 
der neutralen Reaktion. Aus der angefiihrten Tabelle geht hervor, dab 
Glutaminsiure und Tyrosin eine Verschiebung fiir py, gegeniiber der Kontrolle 
nach der saueren Seite, bedingen kénnen, d. h. in derjenigen Richtung, welche 
Harnstoffanreicherung begiinstigt, sofern es sich um entsprechende p,, der 
Puffermischung handelt. Das gleiche trifft fiir Glycyl-glycin zu. Genau 
dieselben Substanzen haben auch in Kases Versuchen maxmimale Harnstoff- 
anreicherung gegeben. Mc Cance’®) hat gezeigt, daB die Harnstoffanreiche- 
rung in hohem Grade abhingig ist von py der Lésung. Diese Angabe ist 
bestiitigt durch Kase, wie auch durch Salaskin, Solowjew und Tjukow.’) 
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Im AnschluB8 an das Mitgeteilte bezweckten wir daher 9u- 
nichst eine Nachpriifung der Verschiebung von p,, durch Amino- 
siuren und eventuell Feststellung ihrer Ausdehnung. Da eine 
Bestiitigung nicht ausblieb, so haben wir die Versuche in der 
Weise angeordnet, daB p,, die gleiche Hohe hatte in Kontrolle 
und Versuchslésung, in welcher die entsprechenden Aminosiuren 


zugesetzt wurden. 


stehend angegebenen. 


Die Versuchsanordnung entsprach der vor- 






























































Tabelle 1. 
Dixanthylharnstoff in mg. 
—_ : “a —" Dixanthyl- 

— Leberbrei Puffer Pz Aminosiure oeatall 

in g in g in mg 
5,0 20,0 7,5 0,25 13,2 
5,0 20,0 7,5 0 98 
Glutamin- 5,0 20,0 6,6 0,25 18,2 
siure 5,0 20,0 6,6 0 12,9 
5,0 20,0 5,7 0,25 11,2 
5,0 20,0 5,7 0 14,8 
5,0 20,0 7,5 0,25 9,9 
5,0 20,0 7,5 0 10,1 
; 5,0 20,0 6,6 0,25 13,0 
Glykokoll . 5.0 20,0 6.6 0 12'8 
5,0 20,0 5,7 0,25 14,9 
5,0 20,0 5,7 0 15,0 
Tabelle 2. 
Dixanthylharnstoff in mg. 

: 4 > PH . 
- Leber | Puffer ween nach Zu- | nach Ab- vn: 
Siure i Scaadii zusatz im satz von | stehenim Laenatel? 

8 in g Puffer Amino- | Thermo- | ~ ” 

siure stat in mg 

(| 5,0 20 0,25 5,7 4,4 4,9 16,8 

5,0 20 0 5,7 — 6,1 21,0 

5,0 20 0 4,4 _ 4,8 17,0 

Glut- 5,0 20 0,25 6,5 5,1 5,6 28,4 
amin- ¢{ 5,0 20 0 6,5 — 6,5 14,0 
wine 5,0 20 0 5,1 — 5,7 24,8 
5,0 20 0,25 7,5 6,4 6,4 14,4 

5,0 20 0 1,5 woe 7,4 11,5 

5,0 20 0 6,4 ae 6,4 14,3 





























Eine Bekriiftigung der Voraussetzung gaben auch die Gly- 


kokollversuche, wo p, kaum beeinfluft wurde. 


Kontrolle und 


Versuch zeigten keine Differenz in der Harnstoffanreicherung. 
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erner machten wir noch Versuche mit Glutaminsiiure, um 
die GréBe der Verschiebung fiir p, unmittelbar nach Zusatz 
der Séure zu bestimmen und dann nochmals p,, nach Abstehen 
im Thermostat zu bestimmen. Nachdem Glutaminsiure dem 
Puffer zugesetzt war und p,, auf bestimmter Hohe sich eingestellt 
hatte, fiihrten wir den Versuch in folgender Weise fort. In Ver- 
suchslésung und einer der Kontrollen lieBen wir p,, ohne Veriinde- 
rung bestehen, in der anderen Kontrolle machten wir p,, gleich 
demjenigen der Versuchslésung. 
Die Tab. 2 zeigt, daB sowohl Versuch, wie auch Kontrolle 
mit gleichem p,, die gleiche Menge Harnstoff geben. 


Versuche mit doppelkohlensaurem Ammon. [Die Versuchsanord- 
nung ist vorstehend geschildert. Die Ergebnisse zeigt Tab. 3. 


Tabelle 3. 
Temperatur 37°. Die Zahlen bedeuten mg. Versuchsdauer 14 Tage. 






































wa Pu 
5 5 | NH Leber im zum Dixanthy!l- 
g m HCO,| H,0 | *““"° Beginn | SchluB h aa Anmerkung 
5 >| ing 1 8 | des Ver- | desVer-| “°"7"° 
r suchs | suchs 
1a | 10,0 [100.0] 50 | 76 | 79 | 146) 145 
| 144) °* : 
, 68 99 Verfahren 
bj} 9 | 1000; 5,0 » ? = aot 2271) — nach 
| Abderhalden 
c | 0 11000] 50 |.76 | 7,2 -_ -_ 
| 15,1f °° 
v, 
| 
2a | 10,0 |100,0 | 5,0 7,6 | 7,9 15,0| 15,1 Nach unserem 
15,2{ (9,8)| | und Abderhal- 
P ” dens Verfahren. 
b 0 | 100,0 | 5,0 68 | 69 385} ~y4 - Die eingeklam- 
| tiuiantty merten Zahlen 
¢ 0 |100,0] 5,0 7,6 6S | 22) 2... nach 
-_— 6,3 23.6 (30,6)!) a iderhalden 


Aus den Parallelbestimmungen nach unserem und Abder- 
haldens Verfahren (vgl. Versuch 2) geht hervor, daB die auf 
Abderhaldens Verfahren zuriickgehenden Werte kleiner sind, 
offenbar weil der Harnstoff zum Teil in Zersetzung_ iiber- 
gegangen ist. 

Besprechung der Ergebnisse. Wie man sieht, bestiitigen unsere 
Versuche nicht die Annahme, daB im Organbrei Harnstoff aus 


Aminosiuren und Ammoniaksalzen gebildet werden kénne. Somit 
16* 
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muB auch den Ergebnissen von Kase, sowie von Abderhalden und 
Buadze, eine Bestitigung versagt werden. Die Ursache unseres 
Auseinandergehens liegt offenbar in der nicht geniigenden Schiirfe 
beim Einhalten der Reaktion, obgleich ihre Bedeutung von Kase 
selbst nicht verkannt wird. So hatten wir in unseren Glutamin- 
siiureversuchen (Tab, 1), falls im Kontrollversuch nach Zusatz von 
Aminosiure p,, unausgeglichen blieb, obgleich sicher eine Ver- 
schiebung stattfand, bei p, des Puffers = 7,5 und 6,6 dhnliche 
Resultate wie Kase. Dagegen war in einem anderen Versuch 
bei p,, des Puffers = 5,7 die Harnstoffanreicherung gréBer, wenn 
ein Zusatz von Aminosiure ausblieb, als wenn er stattfand. Das 
liegt daran, da8B die Glutaminsiiure, als relativ starke Siure, eine 
Verschiebung von p,, bewirkt hatte und zwar in ungiinstiger 
Richtung fiir die Harnstoffanreicherung im Vergleich zur Kon- 
trolle. DaB es sich so verhilt, bestatigt unser Versuch mit aus- 
geglichenem p,, in Versuch und Kontrolle, indem unter dieser 
Bedingung die Harnstoffanreicherung gleich war, sowohl bei Zu- 
satz von Glutaminsiure, als auch ohne dieselbe. 

Auch in dem Glykokollversuche, mit kaum verindertem p,, 
blieb die Harnstoffanreicherung durch Glykokollzusatz ganz un- 
beeinfluBt. Diese Ergebnisse bekriftigen die bereits friiher durch 
Salaskin und Solowjew"), wie auch von Salaskin, Solowjew 
und Tjukow festgestellte Tatsache, dali bei Leber- und Placenta- 
autolyse die MHarnstoffanreicherung genau der geschwundenen 
Menge Arginin entspreche, d.h. dab unter den gegebenen Ver- 
suchsbedingungen Arginin die einzige Quelle der Harnstoft- 
anreicherung sei und daB zugesetzte Aminosiuren kein Material 
dafiir sein kénnen. Bei Autolyse bildet sich Harnstoff, auch 
ohne Zusatz von Aminosiiuren, im Ergebnis der Proteolyse unter 
dem Einflu8 proteolytischer Gewebsfermente. Diese laingst be- 
kannte T'atsache haben Salaskin, Solowjew und Tjukow be- 
stiitigt, indem sie bei Placentaautolyse den Aminostickstoff be- 
stimmten und erhebliches Anwachsen feststellen konnten. Wiirden 
Aminosiiuren bei Autolyse als Material fiir Harnstoffbildung ver- 
wertet werden kénnen, so kénnte der gebildete Harnstoff nicht 
mit dem in der gleichen Zeit geschwundenen Arginin an Menge 
iibereinstimmen, sondern miiBte das letztere an Menge iiber- 
treffen, was in keinem einzigen Fall beobachtet worden ist. 
Kase hat Arginin vor und nach dem Versuch bestimmt, jedoch 
ist das Ergebnis nicht beweiskriiftig, sofern das Verfahren in- 
suffizient ist. Das Verfahren nach Sakaguchi) ist noch nicht 
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ausgereift und hat seine Gegner, und Plimmers®) Verfahren, das 
bis zu gewissem Grade bei EiweiBhydrolyse niitzlich ist, ist fiir die 
Argininbestimmung im Gewebe gar nicht verwendbar, wie wir 
uns selbst iiberzeugt haben. 


Indem wir auf eingehende Besprechung der Arbeiten Kases 
hier verzichten, wollen wir bloB einige wesentliche Punkte er- 
wihnen. So haben die Versuche mit Leberdialysaten gar keine 
Bedeutung, sofern in der dialysierten Leber bei Autolyse auch 
ohne Zusatz von Aminosiuren Harnstoff und Aminosiiuren auf- 


treten. Das starke Anwachsen von Ur nach Peptonzusatz laBt 
sich zwanglos darauf zuriickfiihren, daf Pepton durch proteoly- 
tische Fermente aufgespalten wird und auch Arginin unter den 
Spaltprodukten angetroffen wird, auf dessen Kosten die Harn- 
 stoffbildung vor sich ging. Bei genauem KEinblick in Kases 


+ 
Tabellen fallt ungleichmaBiges Ansteigen des Ur auf nach Zusatz 
ein und derselben Aminosiure und bei scheinbar ganz identischen 
Versuchsbedingungen, zudem war bei manchem p,,-Niveau das 


Ansteigen fiir Ur im Kontrollversuch héher, als im Grundversuch. 
Als Beispiel dafiir mag Tab. 1 (Kase, S. 261) dienen. Zu beachten 
ist dabei, daB die von Kase angegebenen p,,-GréBen sich auf den 
Puffer beziehen und nicht auf das Gemisch nach Zusatz von 
Leberbrei und Aminosiuren. Zweifellos muB das Gemisch mit 
verschiedenen Siuren ein verschiedenes p,, geben. Kase selbst 
weist daraufhin, wenn er sagt: ,,DaB die Harnstoffbildung aus 
der Glutaminsiure gréBer war, als aus dem Natriumsalz der- 
selben, ist natiirlich durch die saure Reaktion des Mediums be- 
dingt“ (S. 261). Die erwaihnte Tab. 1 zeigt, daB fiir die Kontroll- 
proben das Optimum bei Puffer-p,, = 5,3 liegt (p,, des Gemisches 
unbekannt). Fiir die Tyrosinprobe besteht das gleiche Optimum, 
fiir Glykokoll liegt es bei p, = 6,2 und fiir 1-Asparagin sowohl 
bei p, = 6,2, wie auch bei p, = 5,3. Steigt p, an, so nimmt 
die Harnstoffmenge sowohl in der Kontrolle, wie auch im Ver- 
such ab und zwar hier und dort nicht in gleichem Grade, 
sondern im Versuch ist die Abnahme gréfer, als in der Kontrolle, 
ausgenommen den Glykokollversuch, wo bei p,, = 7,2 und 8,0 die 
Zahlen in Kontrolle und Versuch gleichwertig sind. Alles das 
wird verstindlich, wenn beriicksichtigt wird, da’ je nach dem 
Charakter der zugesetzten Aminosiiuren p, in den Versuchen 
verschieden war. 
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Aus unseren Versuchen mit saurem kohlensaurem Ammon 
ist zu ersehen, daB p,, die Harnstoffbildung sicher beeinfluBt. In 
den Kontrollproben, wo p,, dem Optimum niher liegt, ist die 
Harnstoftbildung  stiirker, als in Versuchsproben mit weniger 
giinstigem p,,, obgleich NH,HCO, der Kontrolle nicht zugesetzt 
wurde. In dieser Hinsicht sind unsere Ergebnisse denjenigen 
Kases iihnlich. Beachtung verdient der Umstand, daB in den 
Versuchen yon Abderhalden und Buadze gréBere Anhiufung 
von Harnstoff denjenigen Organen entsprach, welche gréBeren 
Arginasegehalt haben. 

Unsere Ergebnisse fiihren uns zum SchluB, da’ bei der in 
iiblicher Weise durchgefiihrten Autolyse das Arginin 
als einzige Harnstoffquelle in Betracht kommt. Unter 
diesen Bedingungen kommt es nicht zur Harnstoffbildung aus 
anderen Substanzen, wie doppeltkohlensaures Ammon oder Amino- 
siuren und wir kénnen Przylecki nicht folgen, wenn er sogar 
ein spezielles Ferment die ,,Ureligase“ in Anspruch nehmen will. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Leberautolyse sind weder Ammoniaksalze noch Amino- 
siiuren an der Harnstoffbildung beteiligt. 

2. Als einzige Quelle fiir die Harnst6ffbildung, bei 
der in itiblicher Weise durchgefiihrten Autolyse, kann 
das Arginin angezogen werden. 


“~ 
‘ 


Literatur. 


1. Abderhalden u. Buadze, Fermentforschung 9, 89 (1926). 

2. K. Kase, Biochem. Z. 233, 258, 271 (1931). 

Me. Cance, Biochemic. J. 18, 486 (1924). 

Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration (1922). 

Plimmer u. Rosedale, Biochemic. J. 19, 1020 (1925). 

S. Sakaguchi, J. of Biochem. (Japan) 5, 25 (1925). 

S. Salaskin u. Solowjew, Diese Z. 192, 28 (1930). 

S. Salaskin, L. Solowjew u. D. Tjukow, Diese Z. 205, 1 (1932). 


PAR TR w 











Nachtrag iiber Glucimidazol und dessen Thiol. 
Von 


Herm. Pauly und Ernst Ludwig. 





(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1932.) 


In der Absicht, Histidin aus einer kohlenhydratartigen Ver- 
bindung aufzubauen, hatten wir vor mehreren Jahren auf Glucos- 
amin-Hydrochlorid Kaliumrhodanid einwirken lassen und in einer 
Mitteilung, betitelt ,Glucosamin als Bildner heterocyclischer Ver- 
bindungen“, gezeigt*), daB dabei eine von uns als u-Thiol- 
glucimidazol benannte Verbindung sich bildet, die durch Oxy- 
dation in Glucimidazol, das man auch als Imidazolyl-meso- 
Erythrit bezeichnen kann, iibergeht nach dem Schema: 

N: C(SH)NH H OH OH 
Glucosamin —> HC=—— -C C C C CH,OH 
OH H H H 
Thiol-glucimidazol 
N:CH-NH H OH OH 








<-> HC——C—C—C—C—CH,0H 
OH H H 
Glucimidazol 


Von letzterer Verbindung, die ein Mittelding zwischen 
einem Imidazol und einem zuckerihnlichen Kérper darstellt, konnte 
friher nur ein leicht lésliches Hydrochlorid bereitet und analysiert 
werden; die freie Base war sirupés und schien nicht definierbar 
zu sein. 

Bei einer Neubearbeitung zeigte sich nun, dab es méglich 
ist, auch die letztere einigermaBen zu charakterisieren, wenn auch 
unvollkommen, da sie mit ziemlich unbequemen Eigenschaften 
infolge ihrer Leichtléslichkeit in Wasser ausgestattet ist. Wir 
fanden namlich, daf der Sirup, den man zuniichst erhilt, wenn 
man aus dem Hydrochlorid mit Ag,O oder Ph(OH), die Base ab- 
scheidet, beim liingeren Verweilen im Exsiccator iiber Schwefel- 





1) Diese Z. 121, 170 (1922). 
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siiure bei niederer Temperatur krystallinisch erstarrt. Es bilden 
sich harte Krystallplatten, die allerdings durch Umldésen nicht 
weiter gereinigt werden konnten. Diese schmelzen bei etwa 120° 
in ihrem Krystallwasser, das zwar durch eine Trockenbestimmung 
nur teilweise nachgewiesen werden konnte, weil die zum exakten 
Nachweis erforderliche héhere Temperatur nicht angewandt werden 
durfte (Zersetzung), doch ergab eine Stickstoffbestimmung eine 
Zahl, die auf einen Gehalt von 21/, Mol. Krystallwasser hinweist. 

0,0634 g Subst.: 6,6 cem N (20°, 745 mm). 

C,H,.N.0,2'/,H,O Ber. N 12,07  Gef. N 11,89. 

Obwohl der Imidazolyl-erythrit sich von der Mesoform des 
Erythrits ableitet, so mu8 er doch, da letzterer durch den Ersatz 
eines Wasserstoffatoms an einem endstiindigen Kohlenstoffatom 
durch einen heterogenen Rest asymmetrisch wird, optisch aktiv 
sein. Die Priifung der krystallwasserhaltigen Base ergab, wie zu 
erwarten, eine Drehung. Wir fanden einen Wert von [a@]j’ = — 19,6°, 
der in Ansehung der Unmdglichkeit, die Base auf den fir eine 
zuverlissige Zahl erforderlichen Reinheitsgrad zu bringen, nur als 
angenihert zu betrachten ist. Anfiigen méchten wir noch, dab 
der Imidazolyl-erythrit zugleich schwach sii® und schwach bitter 
schmeckt. 

Hinsichtlich des friiher beschriebenen Thiols des Imid- 
azolyl-meso-erythrits (Formel vgl. oben) ist nachzutragen, daB 
der friiher von uns angegebene Schmelzpunkt von 168° unter Zers. 
nur dann erhalten wird, wenn man die Schmelzpunktsbestimmung 
sehr langsam (Temperatursteigerung etwa 1° in 40”) vornimmt. 
Erhitzt man rascher (1° in 10”), so zersetzt die Verbindung sich 
nicht so leicht und schmilzt dann glatt bei 205° 











Die Bromierung von Dehydro-desoxycholsaure 
und von Dehydrocholsaure. 


II. Mitteilung. 


Von 


Takami Noguchi. 


(Aus dem chem. Laboratorium der pharmazeutischen Hochschule zu Tayama, Japan.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Juni 1932.) 





In der vorhergehenden Mitteilung!) iiber die Bromierung der 
Dehydro-desoxycholsiure habe ich die Vermutung ausgesprochen, 
daB das Bromatom der Monobrom-dehydro-desoxycholsiure sich 
in Ring I und vielleicht an C, befinde. Den sicheren Konstitutions- 
beweis hat jetzt der weitere Abbau erbracht. Aus der Monobrom- 
siure erhalt man durch Verseifung mit verdiinnter Kalilauge eine 
Monooxy-diketocholansiure II, die bei der Oxydation mit Chromsiiure 
in der Kalte zwar nicht die zu erwartende Triketocholansiure 
liefert; sondern unter Ringéfinung zwischen C, und C, entsteht 
sofort Desoxybiliansaure (III). Als Haftstelle fiir das Brom- 
atom kommt also nur C, (Formel IJ) in Frage. 


CH, CH, 
Yi i 
me 0 - ie 
Ill | | | 
J HC, o— rt He Cc 
ra 
(OH =I) Bro (cH, HO, —cH, 
gaze | | 
oc: , CH CO HO,C CH CO 
OW ae 
H, OH, CH, CH, 


Ganz analog verlaiuft die Bromierung der Dehydrocholsiure 
zu der schon friiher beschriebenen Monobrom-dehydrocholsiure.’) 
Durch alkalische Verseifung war aus ihr eine Monooxy-triketocholan- 
siure erhalten worden, die ich jetzt mit Chromsiure schon in der 





1) Diese Z. 200, 48 (1931). 
*) Diese Z. 194, 248 (1931). 
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Kilte zu Biliansiure ([V) oxydieren konnte. Danach muB8 der 
Monobromsiiure Formel III zukommen — ganz in' Ubereinstim- 
mung mit Versuchen von Borsche und Diacont?), die Monobrom- 
dehydrocholsiiure mit alkalischer Permanganatlésung direkt zu 
Biliansiiure oxydierten. 


CO CO 
Pa in 
H.C C— H,6 “c— 
Wl one EH IV He Cc 
Pe Pay 
BrH@ &—CH, HO,6 G—cu, 
i -= 
oC CH CO HO,C CH CO 
ee ng 
CH, CH, CH, CH, 


2-Oxy-dehydro-desoxycholsdéure. Man list 2 g essigesterhaltige 
Monobrom-dehydro-desoxycholsiure in 134 ccm kalter n/10-Kali- 
lauge. Nach 2 Stunden wird die farblose Lésung mit verdiinnter 
Salpetersiiure (1:10) schwach kongosauer gemacht. Der aus- 
gefallene weibe Niederschlag wird abgesaugt. Die getrocknete 
Substanz (1,5 g) ist vollkommen bromfrei und wurde aus der 
Extraktionshiilse mit Ather extrahiert. Aus der Extraktions- 
fliissigkeit krystallisierten biischelf6rmig angeordnete farblose Nadeln 
(0,7 g), die zur Analyse noch 2mal aus 40°/,iger Essigsiiure um- 
krystallisiert wurden. Farblose, gliinzende Blittchen vom Schmelz- 
punkt 197° (unter Zers.). Diese Verbindung ist gegen Permanganat 
in Kisessig einige Zeit bestindig. 

3,040 mg Subst. (im Vakuum bei 110° getr.): 7,96 mg CO,, 2,42 mg H,0O. 

C,,H,.0, (404) Ber. C 71,24 H 8,97  Gef. C 71,41 H 8,91. 

Titration: 2,418 mg Subst. verbrauchten 0,590 cem n/100-NaOH. 

Aquivalent Ber. 404 Gef. 410. 

Acetylderivat. 0,2 g Oxy-dehydro-desoxycholsiiure wurden in 2 ccm 
Essigsiiureanhydrid 1 Stunde lang gekocht. Nach Zersetzung des Anhydrids 
mit Wasser wurde das anfangs ausgeschiedene Ol nach und nach fest. Die 
getrocknete Substanz (0,22 g) wurde 2 mal aus 60°/,iger Essigsiiure um- 
krystallisiert. Farblose, zu Rosetten angeordnete Nadeln vom Schmelzp. 235°. 

3,109 mg Subst.: 8,00 mg CO,, 2,38 mg H,O. 

C,,H,.0, (446) Ber. C 69,91 H 8,58 Gef. C 70,18 H 8,57. 

Oxydation der 2-Oxy-dehydro-desoxycholsaure mit Chromtrioxyd. 
1 g Oxy-dehydro-desoxycholsiiure wurde in 10 ccm Kisessig gelést, 
dann wurden 3,25 cem einer 10°/,igen Lésung von Chromtrioxyd 


1) Diese Z. 198, 117 (1931). 
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in Eisessig (4 Aquivalente) unter Kiskiihlung und Umriihren im 
Verlaufe 1/, Stunde zugesetzt. Nach 15stiindigem Stehen des 
Reaktionsgemisches bei Zimmertemperatur, wurde es mit einigen 
Tropfen SO,-haltigen Wassers versetzt und nach der Ausfillung 
mit der 5 fachen Menge Wasser, wurde der ausgeschiedene flockige 
Niederschlag iiber Nacht stehen gelassen, dann abgesaugt und 
mehrmals mit Wasser ausgewaschen. Die getrocknete Substanz 
wurde in 10 ccm 10°/,iger Natriumcarbonatlisung unter Erwiirmen 
gelést und das Filtrat mit verdiinnter Salzsiiure kongosauer ge- 
macht, wobei ein weifer, flockiger Niederschlag ausfiel. Die 
getrocknete Substanz (0,5 g) vom Schmelzp. 263° wurde aus der 
Extraktionshiilse mit Ather extrahiert. Der in Ather unlésliche 
Teil (0,15 g vom Schmelzp. 290°) wurde aus heiBem EKisessig um- 
krystallisiert. Farblose Prismen oder derbe, kleine, zu Rosetten 
angeordnete Prismen vom Schmelzp. 293—295° (unter Dunkel- 
firbung und Zers.): Desoxybiliansiure. 


8,528 mg Subst. (im Vakuum bei 110° getr.): 8,58 mg CO,, 2,65 mg H,0. 
C,,H,,0, (436) Ber. C 66,01 H 8,31 Gef. C 66,33 H 8,40. 
Titration: 4,673 mg Subst. verbrauchten 3,312 cem n/100-NaOH. 
Aquivalent (3basich) Ber. 145 Gef. 141. 


Spezifische Drehung: 21 mg Subst. in 2 cem absolutem Alkohol. 


1 dm-Robr. 
ao =+0,98% [a]? = + 93,3. 


Die aus dem Ather (Extraktionsfliissigkeit) ausgeschiedenen 
warzenformigen Krystalle (0,15 g vom Schmelzp. 289°) wurden aus 
70 bis 80°/,iger Kssigsiure umkrystallisiert. Farblose, prismatische 
Nadeln vom Schmelzp. 293—295° (unter Zers.). Beide Substanzen 
sind identisch mit Desoxybiliansiure, die Wieland und Kulen- 
kampff') durch Oxydation der Desoxycholsiure mit rauchender 
Salpetersiure erhielten. LaBt man das Oxydationsmittel in dem 
oben beschriebenen Versuch nur 1 Stunde einwirken, so erhilt man 
die Desoxybiliansiure in noch schlechterer Ausbeute. 

Oxydation der 2-Oxy-dehydrocholsiure mit Chromtrioxyd. Zu 
einer Lisung von 0,5 g Oxy-dehydrocholsiure’) in 4ccm EKisessig 
wurden unter Eiskiithlung und Umriihren 1,6 ccm einer 10°/, igen 
Lisung von Chromtrioxyd in Eisessig (4 Aquivalente) zugesetzt; 
nach 15 Stunden war das Oxydationsmittel ganz verbraucht. Durch 


1) Diese Z. 108, 296 (1919). 
*) Diese Z. 194, 252 (1931). 
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Zusatz von Wasser entstand ein flockiger Niederschlag, der nach 
1 tigigem Stehen abfiltriert, mit Wasser ausgewaschen und dann 
in heiBer Sodalésung gelést wurde. Das Filtrat wurde mit ver- 
diinnter Salzsiure kongosauer gemacht und die ausgeschiedenen 
Krystalle abgesaugt. Ausbeute 0,17 g. Schmelzp. 270°. Das aus 
heiBem Wasser umkrystallisierte Produkt bildet Nadeln vom 
Schmelzp. 275° (unter Zers.). Die Substanz ist identisch mit 
Biliansiure. 

3,421 mg Subst. (im Vakuum bei 110° iiber P,O, getr.): 7,995 mg CO,, 
2,88 mg H,0O. 

C,,H,,0, (450) Ber. C 63,96 H 7,61 Gef. C 63,74 H 7,78. 

Titration: 7,809 mg Subst. verbrauchten 5,114 cem n/100-NaOH. 

Aquivalent (3 basisch) Ber. 150 Gef. 153. 

Beim Einengen der ersten Mutterlauge scheiden sich kurze Prismen 
(0,1 g) aus, die aus heiBem Wasser umkrystallisiert, farblose, prismatische 
Nadeln vom Schmelzp. 275° (unter Zers.) bilden. 

Den obigen Versuch habe ich 2 mal ausgefiihrt; derselbe wurde bei 
der Wiederholung derart modifiziert, daB an Stelle der 10°/,igen Lésung von 
Chromtrioxyd in Eisessig (4 Aquivalente), eine 3°/,ige (8 Aquivalente) an- 
gewandt wurde. Man reduzierte schon nach 1 Stunde mit SO,-haltigem 
Wasser und fillte dann mit dem 5 fachen Volumen Wasser. Ferner wurde 
die Mutterlauge nicht eingeengt wie beim ersten Versuch, sondern extrahiert. 
Das Resultat war wie beim obigen Versuch. 
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Uber die Spezifitat der Amylasen. 
I. Trennung und Eigenschaften der beiden Malzamylasen. 


Von 


G,. A. van Klinkenberg,. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Bot, Institut der Reichsuniversitét zu Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Juni 1932.) 


A. Einfihrung. 


Schon im Jahre 1889 gelang es H. P. Wijsman}!) die Existenz 
zweier Amylasen im Gerstenmalz nachzuweisen und die beiden 
Enzyme nebeneinander in der Form von Trockenpraparaten her- 
zustellen. Er benutzte dazu die von M. W. Beyerinck?) entdeckte 
Methode zur Trennung eines Gemisches von zwei Stoffen durch Dif- 
fusion in Gelatine-Gel. 

In 100 ccm siedendem Wasser werden 8g Gelatine und !/, bis 
1/, g losliche Starke gelost und von diesem Gemisch in sterilisierten 
Petrischalen Kulturplatten gegossen. Wenn man nun auf der 
Oberflache einer solchen gelatinierten Platte einen kleinen Tropfen 
Malzextrakt oder eine geringe Menge eines Trockenpraparates von 
Malzamylase bringt, so diffundiert von dort aus die Amylase in die 
umgebende Gelatine und greift dabei die Starke an. Nach einer 
Diffusion von mehreren Tagen bei niedriger Temperatur (5—10° C) 
wird die Platte mit emer verdiinnten (n/1500) Losung von Jod- 
jodkalium iibergossen. Es zeigt sich dann auf einem tiefblauen 
Grund ein rundes Diffusionsfeld, das aus einem farblosen Zentrum 
besteht, welches von einem purpurnen Ringe umgeben ist (vgl. 
Fig. 1 a). 

Wijsman zog aus diesem Versuch den SchluB, daB sich im 
Malzextrakt zwei ,,Diastasen‘‘ befinden miissen, welche mit ver- 
schiedener Geschwindigkeit in die Gelatine hineindiffundieren; 
das Enzym, welches am schnellsten diffundiert, gewinnt einen 
Vorsprung vor dem anderen und der purpurne Ring gibt dasjenige 
Gebiet an, wo nur dieses Enzym auf die Starke eingewirkt hat. 
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Dies laBt sich zeigen, wenn man aus einem nicht mit Jod behandel- 
ten Ringe ein kleines Stiick herausnimmt und dieses wieder auf 
eine Starke—Gelatineplatte legt. Man bekommt dann nach einigen 


op 
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Fig. 1. Diffusionsfiguren von Malzamylase in staérkehaltiger Gelatine. 
a) Malzextrakt, bzw. a,f#-Malzamylase, b) f-Malzamylase. c) a-Malzamylase. 


Tagen ein purpurnes Diffusionsfeld ohne farbloses Zentrum 
(Fig. 1, b). 

Das Enzym des Ringes nannte Wijsman ,,Maltase‘, das 
andere ,,Dextrinase‘‘, nach den Produkten, die sie seiner Meinung 
nach bildeten. Die ,,Maltase* ist diejenige Amylase, die wir heute 
B-Malzamylase nennen, die ,,Dextrinase“ ist «-Malzamylase. Um 
moégliche MiBverstaéndnisse zu vermeiden, soll im folgenden nur 
die heutige Nomenklatur gebraucht werden. 


Der Diffusionsversuch machte es Wijsman médglich, die 
Eigenschaften der beiden Amylasen zu untersuchen. Malzextrakt, 
der waihrend 10 Minuten auf 70° C erhitzt worden war, zeigt nur 
noch ein farbloses Diffusionsfeld (Fig. 1, ¢); es wurde somit die 
B-Amylase zerstért. Von schwacher Saure wird dagegen die 
a-Komponente schneller zerstért wie die 6-Komponente. Auch ist 
es moglich, eine teilweise Trennung der beiden Amylasen herbei- 
zufiihren durch fraktioniertes Fallen mit Alkohol. Die niedrigen 
Fraktionen enthalten hauptsachlich a-Amylase, die hdheren 
B-Amylase. Die wichtigste Entdeckung Wijsmans aber ist die 
Lokalisierung der Amylasen im Malzkorn. Das mehlige Endosperm 
zeigt bei der Diffusion und Jodfarbung nur ein purpurnes Feld, 
es enthalt somit nur B-Amylase. Aus der Aleuronschicht tritt nur 
a-Amylase heraus, ebenso wie aus dem Zylinderepithel des Skutel- 
lums wihrend der Keimung. Ungekeimte Gerste enthalt daher 
fast nur $-Amylase; eine geringe Menge a-Amylase trifft man 
jedoch fast immer an. Zur Herstellung eines Praéparates von ,,Mal- 
tase** (8-Amylase) ging Wijsman daher aus von geschalter Gerste, 

















Uber die Spezifitat der Amylasen. I. O55 


d.h. Gerste, von der der Keim und die Aleuronschicht ent- 
fernt worden sind. 

Die Bedeutung des Wijsmanschen Diffusionsversuches liegt 
darin, daB er einen Beweis bildet fiir die Anwesenheit von zwei 
unabhangig voneinander bestehenden Amylasen im Malzextrakt, 
fiir den nicht die Bedenken gelten, welche zu Recht von Richard 
Kuhn’) gegen die Trennung durch Saurebehandlung oder Er- 
hitzung erhoben wurden. Die Frage, wie man sich den Trennungs- 
prozeB in der Gelatine-Starkeplatte zu denken hat, li8t sich nicht 
leicht beantworten. Wahrscheinlich wird man es als eine Art 
Capillaranalyse betrachten miissen. Die Amylasen wiirden dann 
verschieden weit in den Capillaren des Geles aufgesogen werden. 
Jedenfalls zeigt sich, daB die Ringe um so schiarfer ausfallen, je 
starrer die Gelatine ist. LaBt man die Diffusion in der Nihe des 
Schmelzpunktes der Gelatine (z. B. bei 25° C) vor sich gehen, 
oder verwendet man Platten, die nur 2°/, Gelatine enthalten, so 
bekommt man nur verschwommene Diffusionsfiguren. Der Ver- 
such bildet weitaus die einfachste Methode zur Untersuchung von 
amylasehaltigen Extrakten auf ihre Zusammensetzung, besonders 
da fiir jeden Versuch eine sehr geringe Menge Amylase geniigt. 

Die Wijsmansche Arbeit ist von den vielen Forschern, die 
sich seit 1890 mit der Malzamylase beschaftigt haben, nahezu voll- 
standig tibersehen worden.*) Wenn auch die von Wijsman beob- 
achteten Tatsachen allmahlich wiedergefunden wurden, so ist doch 
der Zusammenhang zwischen diesen Tatsachen teilweise verloren 
gegangen. H.T. Brown und G. H. Morris®) fanden im Gersten- 
endosperm eine wenig wirksame Amylase, die sie ,,Translokations- 
amylase’ nannten, wahrend bei der Keimung ein anderes Enzym, 
, sekretionsdiastase’ vom Skutellum des Epithels abgeschieden 
wurde, das eine groBe starkelésende Wirkung besaB. DaB es einen 
Unterschied gibt zwischen Gerstenamylase und Malzamylase, 
wurde von J.L. Baker®), K.Sjéberg’) und A. R. Ling und 
D. R. Nanji§) erkannt. Erik Ohlsson®) hat zum erstenmal nach 
Wijsman die Amylasen gesondert studiert. Er unterscheidet 
, saccharogenamylase, welche nach der Kuhnschen EKinteilung 
zu den f-Amylasen gehért und ,,Dextrinogenamylase, die zu 
den «-Amylasen zu rechnen ist. Vor kurzem sind G. Nordh und 
EK. Ohlsson?) zu dem Befund gekommen, daB ungekeimte Gerste 





*) Nur V. Syniewski‘) hat die Aufmerksamkeit auf die Wijsman- 
sche Arbeit zu lenken versucht. Die Bedeutung des Diffusionsversuches ist 
ihm aber augenscheinlich nicht klar geworden. 
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nur ,,Saccharogenamylase“ enthalt. Neulich ist es E. Wald- 
schmidt-Leitz, M. Reichel und A. Purr!) gelungen, die 
beiden Malzamylasen mittels Tonerde C, bei px 3,8 zu trennen. Im 
Malzextrakt wurde ein Aktivator, ,,Amylokinase‘‘ genannt, auf- 
gefunden, der sich ebenfalls mittels Tonerde C, von den Amylasen 
trennen lieB. Auch Waldschmidt-Leitz beobachtet in der 
ungekeimten Gerste nur die f-Amylase in der aktiven Form. 
Zugabe von ,,Amylokinase“ zu der «-Fraktion machte aber auch 
diese verzuckerungsfahig ; die «-Amylase ist also in der ungekeimten 
Gerste nicht vollstaéndig abwesend, sondern sie liegt in einer 
inaktiven Form vor. 

Zweck unserer Arbeit war zunichst die Beantwortung der 
Frage, ob man nach der Wijsmanschen Methode zu wirklich 
einheitlichen Praéparaten der beiden Malzamylasen gelangen konnte. 
Dies hat sich tatsaichlich als méglich erwiesen. Sodann konnte die 
Wirkung der beiden Enzyme auf ldsliche Starke studiert werden 
mit Hilfe der Zuckerbestimmungsmethode. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen, die zum gréBten Teil in der ersten Halfte des 
Jahres 1931 angestellt wurden, und die daraus gezogenen Schliisse 
hinsichtlich der Konfiguration der Starke, sollen in einer spaiteren 
Mitteilung ver6ffentlicht werden.*) 


B. Herstellung der Praparate und Methode der Aktivitatsbestimmung. 


Ohlsson benutzte zu seinen Versuchen Malzextrakte, in 
denen durch eine Vorbehandlung mit Saure oder durch Erhitzen 
die «- bzw. 6-Amylase unwirksam gemacht worden war. Wijsman 
hat die beiden Amylasen in der Form von Trockenpraparaten 
hergestellt, seine ,,Maltase‘ (6-Amylase) wurde nicht durch Saure- 
behandlung, sondern durch die Wahl eines geeigneten Ausgangs- 
produktes isoliert. 

Die Herstellung einer nicht zu geringen Menge Trocken- 
praparat ist eine ziemlich zeitraubende Arbeit, man hat dabei aber 
den Vorteil, da8 man wahrend laingerer Zeit iber ein Enzym mit 
konstanten Eigenschaften verfiigt. Im ganzen wurden vier Priapa- 
rate hergestellt: eins von «-Amylase, zwei von B-Amylase und eins, 
das ein Gemisch der beiden Amylasen enthielt und das als «, 6-Amy- 
lase bezeichnet werden wird. Die Extraktion des Rohproduktes 
und die Trocknung der amylasehaltigen Pulver geschahen nach 
der Vorschrift von H.C. Sherman und M. D. Schlesinger.?*) 





*) Eine vorlaufige Mitteilung geschah in den Proc. Acad. Sci. Amsterdam 
34, 893 (1931). 
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Helles Malz, bezogen von der ,,N. V. Exportmouterij Nederland“ zu 
Wageningen, diente als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung eines Trocken- 
praparates von «-Amylase und «,f-Amylase. Das Malz wurde geschrotet und 
in Portionen von 500 g mit der 3fachen Menge Wasser, das pro Liter etwa 
0,5 g KH,PO, enthielt, wihrend 2—3 Stdn. unter fortwahrendem Riihren bei 
10—15° C extrahiert, sodann die Masse durch ein Kiasetuch gepreBt und die 
stark triibe Fliissigkeit an der Nutsche filtriert. Zu dem Filtrat wurde nun 
soviel gekiihlter 96°/,iger Alkohol gegeben, daB die Konzentration der Mischung 
etwa 60°/, betrug und der Niederschlag nach dem Absetzen durch ein ge shirtetes 
Filter (Schleicher und Schiill Nr. 575) filtriert (Fallung 1). 

Das zweite Filtrat wurde dann von neuem mit Alkohol versetzt bis 80°/,, 
dabei entstand wieder eine Fallung (Fallung 2). Die beiden Niederschlage 
wurden sofort vom Filter abgehoben und im Vakuumexsiccator iiber konzen- 
trierter Schwefelsiure getrocknet. Am nachsten Tage konnten die spréden 
Stiicke im Mérser gepulvert werden. 

Bei der Diffusion zeigte Fallung 2 einen breiten purpurnen Ring, 
etwa wie in der Fig. 1 a angegeben ist; Fallung 1 dagegen nur einen 
ganz schmalen. Die Hauptmenge der «-Amylase befindet sich also 


in der ersten Fraktion. 

Die gesamten Portionen (Fallung 1) — es wurden im ganzen 4 kg Malz- 
meh] verarbeitet — wurden nun im Morser mit Wasser angerieben, in einen 
Kolben mit 300 ccm destilliertem Wasser von 60° gespiilt und der Kolben im 
Wasserbad auf 70°C erhitzt, sodann wahrend 15 Minuten auf dieser Tempe- 
ratur gehalten. Darauf wurde schnell gekiihlt, filtriert und aus dem Filtrat 
die Amylase mit Alkohol bis 60°/, gefallt und getrocknet. Ausbeute: 2 g eines 
hellbraun gefairbten Pulvers, das ein vollkommen farbloses Diffusionsfeld 
bildet und beim Lésen in Wasser nur eine geringe Triibung hinterlaBt. 

Fraktion 2 wurde zur weiteren Reinigung abermals in Wasser, das ein 
wenig KH,PO, enthieit, gelést, filtriert und in 2 Fraktionen gefallt. Bei der 
Zugabe von Alkohol bis 60°/, entstand nur eine geringe Triibung. Das zuletzt 
aus 80°/,igem Alkohol gewonnene Praparat (5,5 g) stellt ein hellgraues Pulver 
dar, das sich in Wasser restlos lést. 

Zur Herstellung von f-Amylase benutzte ich, ebenso wie Wijsman, 
Perlgerste aus dem Kleinhandel. Die meisten Muster, die wir uns davon kauften, 
zeigten noch eine geringe «-Amylasewirkung (Diffusion des waBrigen Extraktes). 
Vom geeignetsten Muster wurden 3 kg verarbeitet. Alle fremden Bestandteile 
und schlecht geschaélten Kérner wurden daraus entfernt, der Rest geschrotet 
und mit der 2fachen Menge 50°/,igem Alkohol waéhrend 2 Stunden unter fort- 
wahrendem Riihren extrahiert. Aus dem filtrierten Extrakt wurde die Amylase 
mit Alkohol bis 80°/, gefallt und getrocknet. Sodann wurde von neuem in 
50°/,igem Alkohol gelést, filtriert und aus dem Filtrat mit Alkohol bis 80°/, 
in der beschriebenen Weise das Trockenpraparat angefertigt. Um eine gute 
Ausflockung des Enzyms zu bekommen, war auch hier Zugabe einer geringen 
Menge KH,PO, erforderlich. 

Dieses Priparat zeigt bei der Diffusion in Gelatine-Stiarke 
kein farbloses Zentrum mehr im purpurnen Felde. Ausbeute: 5,2 g 
eines nahezu weiBen Pulvers, das beim Lésen nur eine geringe 
Triibung hinterlaBt. 
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Spater kam ich zu der Entdeckung, daB sich aus Weizen mit 
besserer Ausbeute ein f-Amylasepriparat von einer gréSeren 
Aktivitaét gewinnen léBt. Sogar gekeimter Weizen liefert einen 
Extrakt, der nur eine geringe «-Amylasewirkung zeigt. Es wurde 
ein Priparat hergestellt aus 50 g Weizen, die, nachdem sie in Wasser 
gequollen waren, wihrend 24 Stunden im feuchten Raum bei 
Zimmertemperatur verblieben, sodann getrocknet und geschrotet 
wurden. Die Herstellung geschah in der eben beschriebenen Weise, 
nur wurde etwas linger (4—5 Stunden) extrahiert. Ausbeute: 
0,2 g eines weiBen Pulvers, das die gleiche Wirkungsweise, aber die 
21/,fache Aktivitét des Gerstenpriparates zeigte. Bei den in dieser 
Mitteilung beschriebenen Versuchen wurde immer das Gersten- 
praparat verwendet. 

Simtliche Amylasepriparate wurden tiichtig im Vakuum- 
exsiccator iber Schwefelsiure getrocknet und sodann im gewohn- 
lichen Exsiceator in brauhen Flaschen aufbewahrt. Sie andern die 
Drehung einer 5°/jigen Gleichgewichtslésung von Maltose nicht 
innerhalb 48 Stunden, sind also praktisch maltasefrei. Zur Her- 
stellung einer Lésung wird die abgewogene Menge, z. B. 100 mg, 
im Morser mit wenig Wasser angerieben und in einen gewogenen 
Erlenmeyerkolben gespilt, sodann Wasser (destilliert) zugesetzt, 
bis das Gewicht des Inhalts 100 g betrigt und schlieBlich filtriert. 
Kine derartige Lésung soll im folgenden als eine ,,Enzymlésung 
1/1090 ~bezeichnet werden. Fiir jeden Versuch oder fiir jede zu- 
sammengehorige Versuchsreihe ist eine frische Lésung verwendet 
worden. Die Lésungen wurden nach Zugabe einer geringen Menge 
Thymol im Kihlschrank aufbewabhrt. 


Herstellung der léslichen Starke. 

Da die starkechemische Seite des Amylasenproblems in einer spateren 
Mitteilung ausfiihrlich behandelt werden wird, so mége an dieser Stelle die 
Bemerkung geniigen, daB fiir die meisten Versuche Kartoffelstarke benutzt 
wurde, die nach einer etwas modifizierten Methode von Lintner?) léslich 
gemacht worden war. Schon Wijsman beobachtete, daB man ein besser 
lésliches Produkt bekommt, wenn man die Starke statt 7 Tage, wie Lintner 
vorschreibt, 10 Tage mit verdiinnter Salzsiure bei Zimmertemperatur be- 
handelt. Von mir wurde auch in dieser Weise verfahren, 400 g Kartoffelstarke, 
bezogen von der ,,Pharmaceutische Groothandel‘‘ zu Utrecht, wurden in einem 
Becherglas mit soviel 71/,°/,iger Salzsiure zusammengebracht, daB die Fliissig- 
keit einige Zentimeter iiber die Starke zu stehen kam, als diese sich absetzte. 
Etwa jeden zweiten Tag wurde die Siure abgeschwenkt und durch frische 
ersetzt, dabei die Masse tiichtig durchgeriihrt. Nach 10 Tagen (5maligem 
Wechseln) wurde das Mehl wiederholt mit destilliertem Wasser, darauf einige 
Male mit Alkohol gewaschen, filtriert, sodann mit Ather gewaschen und im 
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Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet. Der Gehalt 
dieses Priparates an Amylum wurde bestimmt durch Hydrolyse mit 21/,°/ iger 
Salzsture wahrend 3 Stunden im siedenden Wasserbad am aufsteigenden 
Kihler und Titration der dabei entstandenen Glucose. Er betrug 88,8°/,. 
Zur Herstellung einer wirklich 2°/, igen Lésung muBten also 22,52 g des Prapa- 
rates im Liter gelést werden. Das Lésen geschah durch Eintragen des im Morser 
mit Wasser verriebenen Mehles in siedendes Wasser. Die Lésung wurde wahrend 
1/, Stunde im gelinden Sieden gehalten, gekiihlt, Wasser zugesetzt bis 1 kg 
und filtriert. Eine derartige Lésung war gut reproduzierbar und konnte nach 
Zugabe einer kleinen Menge Thymol mehrere Tage — oft mehrere Wochen — 
lang bei Zimmertemperatur aufbewahrt werden, ohne auszuflocken. 


Methode der Aktivititsbestimmung. 


Die Bestimmung der Aktivitiét der beiden Malzamylasen 
geschah bis jetzt immer nach zwei verschiedenen Methoden: der 
Methode der quantitativen Maltosebestimmung zur Messung der 
Aktivitét des sogenannten ,,zuckerbildenden‘‘ Enzyms (f-Kompo- 
nente) und der Jodmethode, meist nach der Vorschrift von Wohl- 
gemuth") ausgefiihrt, zur Bestimmung des _,,stirkelésenden‘ 
Vermégens. Da aber das Enzym, welches die Jodreaktion 
verschwinden 1aBt, auch Maltose bildet, so kommt man immer zu 
falschen Resultaten, wenn man nicht von einheitlicher f-Amylase 
ausgeht. Daneben hat die Jodmethode den Nachteil, daB sie sich 
nur zu vergleichenden Versuchen eignet. 

Da ich auf Grund der Diffusionsversuche von der Voraus- 
setzung ausgehen durfte, daf meine Knzympriparate einheitlich 
waren, so konnte ich beide Amylasen mittels der Zucker- 
bestimmungsmethode studieren. Die Maltosebestimmung geschah 


nach N. Schoorl.») 


Dazu werden in einen Erlenmeyerkolben von 300 ccm 10 cem CuSO,- 
Lésung, welche pro Liter 69,278 g CuSO,-5Aq. ,,pro Analyse‘‘ enthialt, pipet- 
tiert und dazu 10 ccm Seignette-Natronlésung (346 g Seignettesalz und 100 g 
NaOH pro Liter) gegeben. Zu diesem Gemisch werden 10 oder 25 cem der 
Reaktionsflissigkeit pipettiert und darauf soviel Wasser zugesetzt, daB das 
Volumen 50 ccm betragt. Der Inhalt des Kolbens wird in 3 Minuten zum Sieden 
erhitzt und wahrend genau 2 Minuten im Sieden gehalten, dann schnell gekiihlt 
und nacheinander 10 ccm 30°/,ige KJ-Lésung und 10 ccm 25°/ige reine 
Schwefelsiure zugegeben. Das freigekommene Jod wird mit n/10-Na-Thio- 
sulfat titriert. Man bestimmt in dieser Weise den nichtreduzierten Teil des 
Kupferoxyds. Dieser wird von einer Bestimmung ohne Zucker abgezogen und 
aus dem Unterschied mit Hilfe einer Tabelle die Menge Maltose berechnet. 

Fiir alle Ansétze war die Reaktionstemperatur 40° C. Dazu wurde ein 
mit einem Riihrer versehener Wasserbadthermostat verwendet, der von einem 
Tetrachloréthanregulator auf konstanter Temperatur gehalten werden konnte 
(Schwankungen innerhalb 0,02°). Im Thermostaten befand sich ein kupferner 
Ring mit Federn, zwischen denen die Reaktionskolben so mit dem Halse ge- 
ting 
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klemmt werden konnten, daB sie sich vollistiindig im Wasser befanden; weiter 
ein in 0,1° geteiltes Thermometer. 

Als Puffer wurde Citratgemisch gewahit. Aus einer n/10-sekundéren Na- 
Citratlésung (py 5,0) 14Bt sich durch Zugabe von n/10-HCl bzw. n/10-NaOH 
bequem eine Reihe Pufferlésungen herstellen, welche die erforderliche Strecke 
bestreicht. Die Pufferkapazitét dieser Lésungen ist zwar in Fliissigkeiten, 
alkalischer denn py 6,5, sehr gering; dies bildet aber keine Beschwerde, da sich 
bei der Reaktion die Konzentration nicht aindert und auch Saure nicht ge- 
bildet wird. 

Die Aciditét wurde mit dem Doppelkeilcolorimeter nach Bjerrum- 
Arrhenius bestimmt; die abgelesenen Werte wurden immer auf 0,05 ab- 
gerundet. Da die Temperatur einen EinfluB hat, welcher nicht ganz vernach- 
lassigt werden darf, so wurden die Réhrchen mit Reaktionsgemisch und Indi- 
cator im Thermostaten auf 40° gebracht, sodann schnell in den Prisma- 
komparator gestellt und der Saéuregrad sofort abgelesen. 


C. EinfluB der Aciditat 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit der beiden Amylasen. 

Die pu-Kurven des gewohnlichen Malzextraktes, so wie sie 
von mehreren Forschern bestimmt worden sind, haben natiirlich 
nur einen beschrankten Wert, da es sich dabei immer um Gemische 
der beiden Amylasen handelt. Bemerkenswert ist aber der Befund 
von H. C. Sherman, M. L. Caldwell und M. Adams!*), daB eine 
Erhéhung der Temperatur, bei der man die Reaktion verlaufen 
laBt, die Verschiebung des Optimums nach der alkalischen Seite 
zur Folge hat. Bei 40° C fanden sie das Optimum der Malzamylase 
zwischen pu 4,5 und 5,0; bei 70° C lag es zwischen pu 5,3 und 5,8. 
Da bei 70°C die f-Amylase schnell zerstért wird, so mu das 
letztgenannte Optimum dasjenige der «-Amylase sein. Tatsiachlich 
stimmt es mit dem von Ohlsson und mir gefundenen Optimum 
der «-Amylase nahezu iberein. 

Ohlsson war der erste, der die py-Kurven der beiden Malz- 
amylasen gesondert bestimmt hat. Die ,,Saccharogenamylase‘ 
zeigte iiber eine ziemlich groBe pu-Strecke eine hohe Aktivitaét mit 
einem Optimum in der Nahe von 4,9. Die ,,Dextrinogenamylase“, 
deren Aktivitét mit der Jodmethode bestimmt wurde, zeigte ein 
wesentlich schméleres Optimalgebiet in der Nahe von 5,7. Gegen 
diese Arbeit laBt sich einwenden, da8 Ohlsson die Einheitlichkeit 
seiner Amylasepriparate nicht tiberzeugend bewiesen hat. Schon 
aus dem Wijsmanschen Diffusionsversuch geht hervor, daB bei 
der Wirkung der B-Amylase die Jodreaktion bestehen bleibt. Die 
, saccharogenamylase*“* machte jedoch die Jodreaktion auf die 
Dauer verschwinden, sie enthielt also sicher noch ein wenig 
a-Amylase. 
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Die px-Kurve der B-Amylase. 


Die Reaktionsgeschwindigkeit eines Amylasepriparates wurde 
immer in der gleichen Weise bestimmt, ihre Durchfiihrung soll 
deshalb nur an dieser Stelle beschrieben werden. 

Das Reaktionsgemisch und die Enzymlésung wurden ge- 
sondert in den Thermostaten gehangt, bis sie die Temperatur des 
Wassers angenommen hatten, was nach 20—80 Minuten der Fall 
war. Sodann wurde an einem genau bekannten Zeitpunkte die 
benétigte Menge Enzymlésung zugesetzt und der geschlossene 
Kolben tiichtig geschiittelt. Nach einer bestimmten Zeit wurde mit 
einer trockenen Pipette eine Menge aus dem Kolben heraus- 
genommen und zu der Fehlingschen Lésung gegeben, darauf 
unmittelbar der Zucker bestimmt. Als Anfang und Ende der 
Reaktion betrachtete ich den Augenblick, in dem die Pipette zur 
Halfte ausgeflossen war. Bei der Bestimmung des Anfangswertes 
der Verzuckerung muBte die Eigenreduktion der Starke in Rech- 
nung gezogen werden: 10 ccm einer 2°/,igen Lésung gaben einen 
Titrationsunterschied von 0,76 com n/9,8-Thio. Die Eigenreduk- 
tion der Enzympraparate war so gering, daB sie vernachlassigt 
werden konnte. 


Tabellen I—XIV. 


B-Malzamylase auf lésliche Starke. 


Angewandt: 50 ccm 2°/,ige Starkelésung, 25 ccm n/10-Citratgemisch, 10 ccm 

Enzymlésung 4/1999 in 100 com Gesamtvolumen. ¢ in Stunden, x in Milligramm 

Maltose, V: Reaktionsgeschwindigkeit in Milligramm Maltose pro Stunde. 
Bestimmungsprobe: 10 ccm. 





























I. px 3,60 II. px 3,85 Ill. pp 4,20 
t x V t x V t x V 
1 3,8 3,8 1 yy 7,7 1 8,9 8,9 
2 3,5 2 12,7 6,4 2 15,6 7,8 
3 3,6 4 19,6 4,9 4 28,6 , 
5 22,2 4,4 5 33,3 6,7 
6 23,8 4,0 6 36,4 6,1 
7 40,6 5,8 
IV. px 4,55 V. px 4,80 VI. pr 5,15 
9,6 
9,2 
8,4 
8,0 
7,3 
6,8 












































262 G. A. van Klinkenberg, 





















































VIL. px 5,35 VIII. px 5,85 IX. px 6,20 
t x V t x J t x V 
1 9,5 9,5 1 8,9 8,9 1 8,3 8,3 
2 17,8 8,9 2 15,3 7,7 2 15,4 | 
4 32,7 8,2 4 29, 1 1,3 3 22,6 7,5 
5 37,9 7,6 5 35,3 7,1 4 29,2 7,3 
6 43,3 71,2 6 39,5 6,6 5 34,9 7,0 
7 47,5 6,8 6 39,8 6,6 
X. px 6,65 XI. px 6,90 XII. px 7,10 
1 7,2 71,2 1 7,4 7,4 1 6,8 6,8 
2 15,5 Ae 2 14,4 7,2 2 13,5 6,7 
3 21,9 7,3 4 26,6 6,7 4 25,6 6,4 
4 28,3 7,1 5 31,4 6,3 5 30,8 6,2 
5 33,3 6,7 6 37,2 6,2 
XII. px 7,35 XIV. px 8,15 

1 6,1 6,1 11/, 1,0 4,9 
3 19,0 6,3 21/5 12,5 5,0 
4 24,5 6,1 3}/, 16,2 4,6 
5 28,6 5,7 41/, 20,3 4,5 

51/, 23,6 4,3 














Die mittlere Reaktionsgeschwindigkeit wber die ersten 2 oder 
21/, Stunden diente zum Aufsetzen der pu-Kurve (vgl. Fig. 2). 
Dabei wurde der gréBte Wert gleich 100 gesetzt und die iibrigen 
Werte in Prozenten dieser Bezugszah! ausgedriickt. Als Optimal- 
gebiet kann man die Strecke zwischen px 4,55 und 5,15 betrachten. 
An der sauren Seite dieses Gebietes tritt bald eine Zerstoérung des 
Enzyms auf, die Reaktionsgeschwindigkeit sinkt immer schneller. 
An der alkalischen Seite dagegen ist sie von Anfang an niedriger, 
bleibt aber wahrend mehrerer Stunden nahezu konstant. 

Als wir die Reaktion bei px 4,80 bis zum Ende verfolgten, 
fanden wir nach 22 Stunden in 25 ccm des Reaktionsgemisches 
164,4 mg Maltose, d. h. 62°/, der theoretisch médglichen Menge. 
Nach 70 Stunden wurden 163,7 mg Maltose beobachtet. Mehrere 
Versuche ergaben, daB Zugabe von frischem Enzym eine Er- 
héhung der Abbaugrenze nicht zur Folge hat. 

Es hat sich spater herausgestellt, daB 64°/, als die eigentliche 
Abbaugrenze der B-Amylase betrachtet werden mu8. Die Grenze, 
welche man tatsachlich beobachtet, ist abhingig vom Zustand der 
Stairkelésung. In einer spateren Mitteilung soll tiber diese Sachen 
ausfiihrlich berichtet werden. 

Das Reaktionsgemisch zeigt nach Ablauf der Maltosebildung 
immer noch eine intensive Jodreaktion. Die Farbe ist purpur oder 
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blau, je nach der relativen Jodmenge, welche zugegeben wird. 
Setzt man zu 20 ccm des Gemisches einen Tropfen einer n/50-Jod- 
losung, so bekommt man eine tiefblaue Farbe; verdiinnt man aber 
das Gemisch stark mit Wasser, so gibt die gleiche Jodmenge eine 
purpurne Reaktion. 

Das Restprodukt ist schon von Wijsman studiert worden, 
der es ,,Erythrogranulose“ nannte. Er berichtet, daB es auch im 
maltosefreien Zustande nicht von ,,Maltase’* (f-Amylase) an- 
gegriffen wird. 

Dagegen findet mit «-Amylase Verzuckerung statt, bei der 
die Jodreaktion verschwindet. Es besitzt keine Eigenreduktion, 
ist somit kein Dextrin, sondern eine stairkeahnliche Substanz. 

Eine gréBere Menge Erythrogranulose wurde auf folgende 
Weise hergestellt: 100 g losliche Starke wurden in 3 Liter Wasser 
bei 100° gelést und der Sauregrad mittels Citratgemisch auf px 4,80 
gebracht. Nach Zugabe einer geringen Menge Thymol wurde die 
Lésung in den Thermostaten gestellt,0,5g f-Amylase zugesetzt und 
24 Stunden spiter wiederum eine Lésung von 0,5 g f-Amylase. 
Nach 48 Stunden wurde die Flissigkeit zum Sieden erhitzt, filtriert 
und unter vermindertem Druck bei 45° C eingeengt bis auf !/, des 
urspriinglichen Volumens, sodann Alkohol zugesetzt bis 60°/,. Der 
Niederschlag wurde filtriert, ausgepreBt und 2mal aus 300 cem 
Wasser mit Alkohol gefallt,; schieBlich mit konzentriertem Alkohol 
und Ather gewaschen und im Vakuumexsiceator iiber Schwefel- 
siure getrocknet. Da dieses Produkt immer noch eine geringe 
Wirkung mit 6-Amylase zeigte, so wurde es noch einmal in 1 Liter 
Wasser gelost, 0,25 g 6-Amylase zugesetzt und in der beschriebenen 
Weise gefallt, gereinigt und getrocknet. Das Endprodukt bildet 
ein weiBes Pulver, das sich in Wasser zu einer opalescierenden 
Fliissigkeit lost und gemaéB der Analyse 91°/, Amylum enthalt. Es 
zeigt keine Higenreduktion. Aus 10 ccm einer 1°/jigen Loésung 
wurde von 5 ccm f-Amylaselosung 2/, 99) bei px 5,10 in 24 Stunden 
nur 2,8 mg Maltose gebildet. 


Die pu-Kurve der «-Amylase. 

Die Zuckerbildung des «-Amylasepriparates verlauft anfangs 
sehr schnell, es tritt aber bald eine Hemmung auf und nach 2 bis 
21/, Stunden wird keine Maltose mehr gebildet. Es wurden des- 
halb bei jedem Siuregrad nur 2 Zuckerbestimmungen ausgefihrt. 
Das reduzierende Vermégen ist immer als Maltose berechnet 
worden. 
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Fig. 2. py-Kurven der beiden Malzamylasen. 


Tabelle XV. 
a-Malzamylase auf Erythrogranulose. 
Angewandt: 50 ccm 1°/ jige Erythrogranulose, 25 cem Citratgemisch, 5 ccm 
Enzymlésung 1/s999 in 100 com Gesamtvolumen. Bestimmungsprobe 25 ccm. 
t: Zeit in Minuten; x: Milligramm Maltose. 











Pu t x PH t x 

15 6,8 ' 15 10,5 

4,50 45 7,1 5,85 45 17,8 
15 10,0 ae 15 9,9 

5,00 45 12,3 6,05 45 16,4 
, 15 11,1 15 7,1 
5,45 45 17,2 mand 45 12,5 
sii 15 11.2 _— 15 4,3 
, 45 17,8 , 45 7,4 




















Wie ersichtlich, tritt auch bei der «-Malzamylase die Er- 
scheinung auf, daB an der alkalischen Seite des Optimalgebietes 
die Reaktion einen regelméBigeren Verlauf zeigt als an der der 
sauren Seite (vgl. px 5,00 und px 6,40). Die Lage des Optimums 
ist also abhiingig von der Reaktionszeit; nach 15 Minuten liegt es 
bei px 5,65, nach 45 Minuten zwischen 5,65 und 5,85. Fur das 
Aufsetzen der pxu-Kurve (vgl. Fig. 2) diente die nach 45 Minuten 
gefundene Menge Maltose. Dabei wurde auch wieder die gréBte 


Menge gleich 100 gesetzt. 
Der groBe Unterschied in dem Verlauf der Kurven, besonders 


im Optimalgebiet der B-Amylase, machte es mir méglich, die Hin- 
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heitlichkeit meines «-Amylasepraiparates zu beweisen. Sollte sich 
naémlich in diesem Praparate B-Amylase befinden, so miiBte das 
bei der Wirkung auf ldsliche Starke, statt HErythrogranulose, 
hervortreten und zwar durch eine Abweichung im Optimalgebiet 
der B-Amylase von der mit Erythrogranulose bestimmten Kurve. 


Tabelle XVI. 


a-Malzamylase auf lésliche Starke. 
Angewandt: 50 ccm 1°/,ige Starkelésung, 25 ccm n/10-Citratgemisch, 5 ccm 
Enzymlésung 1/3999 in 100 com Gesamtvolumen. Bestimmungsprobe 25 ccm. 
t: Zeit in Minuten; x: Milligramm Maltose. 

















PH | 4,80 5,00 5,75 5,95 
t | 45 45 45 45 
a 15,5 18,2 26,6 25,4 


Setzt man die bei pu 5,75 gebildete Menge Maltose gleich 100, 
so zeigt sich, daB die anderen Werte genau auf der schon bestimmten 
Kurve fallen. Diese Werte sind in der Fig. 2 durch Kreuzchen an- 
gegeben. Das Praparat darf somit als einheitlich betrachtet werden. 
Es sei noch bemerkt, daB bei der Wirkung der «-Amylase die Jod- 
reaktion bald verschwindet, aber immer nur nachdem sich eine 
bestimmte Menge Zucker gebildet hat. 


pu-Kurve der «,f-Malzamylase. 
Wenn man die px-Kurven betrachtet, die bis jetzt fiir ,,Malz- 
amylase“ gefunden wurden, so zeigt sich, daB diese der Kurve der 
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Figur 3. pa-Kurven von a,f-Malzamylase mit ldslicher Starke (Z-a-/) 
bzw. Erythrogranulose (E-a-/) als Substrat. 
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B-Amylase am meisten &hnlich sehen. Bei der Wirkung des natiir- 
lichen Enzymgemisches auf lésliche Starke (die fast immer als 
Substrat verwendet worden ist) tritt also die f-Amylase in den 
Vordergrund. Ks ist aber zu erwarten, daB bei der Wirkung auf 
Krythrogranulose die pxu-Kurve der «-Amylase erscheinen wird. 
Dies ist tatsichlich der Fall, wie aus der Fig. 3 hervorgeht. 

Die als Z-a-B bezeichnete Kurve gibt die px-Abhangigkeit 
meines «,/-Amylasepraparates an, wenn lésliche Starke als Sub- 
strat verwendet wurde. H-a-f ist die Kurve mit Erythrogranulose. 
Wie ersichtlich, fallt E-«-8 zum Teil vollkommen mit der ebenfalls 
in der Figur angedeuteten Kurve der «-Malzamylase zusafnmen. 
Daraus geht hervor, daB in der «,f-Amylase, die nicht erhitzt 
worden ist, die «-Amylase sich schon mit der fiir dieses Enzym 
charakteristischen Saéureabhangigkeit befindet. 

Zusammensetzung der Reaktionsgemische: 


a) 20cem 2°/jige Starkelésung; 10 ccm n/10-Citratgemisch; 5 ccm 
Enzymlésung */¢99) in 40 com Gesamtvolumen. Bestimmungsprobe 25 ccm. 


Reaktionszeit 30 Minuten; gréBte Menge Maltose: 101,5 mg. 

b) 20 cem 2°/ jige Erythrogranuloselésung; 10 ccm n/10-Citratgemisch; 
10 cem Enzymlésung 1/,599. Bestimmungsprobe 25 ccm. Reaktionszeit 30 Mi- 
nuten; gréBte Menge Maltose: 68,6 mg. 

Auffallend ist die hohe Enzymkonzentration, welche bei der 
Wirkung auf Erythrogranulose erforderlich ist, um eine einiger- 
maBen betraichtliche Maltosebildung zu bekommen. 

An der sauren Seite des Optimums zeigt die H-«-f-Kurve eine 
Abweichung von der Kurve der «Amylase. Dies mu8B dem zu- 
geschrieben werden, daB die Erythrogranulose, nachdem sie von 
der «-Amylase teilweise verzuckert ist, auch fiir B-Amylase an- 
greifbar wird. 

Ein Kolben mit 20cem 2°/,iger Erythrogranuloselésung, 
10 cem n/10-Citratgemisch (px 5,75) und 10 cem «-Amylaselésung 
1/909 Wird wihrend 21/, Stunden im Thermostaten (40°) gehalten, 
darauf zum Sieden erhitzt und von 10 cem des Inhalts der Maltose- 
gehalt bestimmt: 32,0 mg. Zu 10 ccm des wbriggebliebenen Ge- 
misches werden in einen kleinen Kolben 5 ccm f-Amylaselo6sung 
1/1000 gegeben und 48 Stunden spater der Inhalt des Kolbens 
analysiert: 48,0 mg Maltose. Die f6-Amylase hatte somit 16 mg 
Maltose gebildet, wahrend sie ohne vorhergehende Behandlung 
mit a-Amylase aus der gleichen Menge Erythrogranulose nur 
2,8 mg zu bilden vermag. Hin zweiter, ahnlicher Versuch ergab 


17,6 mg. 
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D. Einflu8 von c- und {-Maltose 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit der beiden Amylasen. 

Im allgemeinen wird die Reaktion eines Enzyms gehemmt 
von Produkten, die verwandt sind mit seinem Substrat; in erster 
Linie also von seinen Reaktionsprodukten. Richard Kuhn’) 
hat den Einflu8 von «-Maltose und f-Maltose auf die Reaktions- 
geschwindigkeit von «-Amylasen und f-Amylasen studiert. Taka- 
diastase wurde von «,f-Maltose 2mal so stark gehemmt als von 
B-Maltose. Bei der Malzamylase zeigte in den meisten Versuchen 
B-Maltose die stirkste Hemmung. Die verschiedenen Amylasen 
werden also am stirksten gehemmt von derjenigen Maltoseform, 
die sie selbst entstehen lassen. Wenn also, wie aus den polari- 
metrischen Versuchen Ohlssons hervorgeht, das eine Malzenzym 
eine «-Amylase, das andere eine f-Amylase ist, so muB dies auch 
zum Ausdruck kommen in einem verschiedenen EinfluB von 
a,B-Maltose (die sog. Gleichgewichtsmischung) und #-Maltose 
(frisch hergestellte Lésung) auf ihre Reaktionsgeschwindigkeit. 


Tabellen XVII—XVIII. 


Angewandt: 50 cem 2°/,ige Starkelésung, 25 cem n/10-Citratgemisch, 10 ccm 
Maltoselésung von 2, 4 oder 6°/,, 10 cem Enzymlésung 3/,999 oder 3/599 in 
100 cem Gesamtvolumen. ¢: Zeit in Stunden. 


B-Malzamylase px 5,0. 








t ohne Malt. 0,2°/, «, B-Malt. 0,2°/, B-Malt. 





1/, 12,8 12,5 12,4 +0,1 
] 25,0 24,5 24,1 + 0,4 
0,4°/, a, B-Malt. 0,4°/, «, B-Malt. 
] 11,1 10,1 10,2 —0,1 
2 20,2 19,2 18,7 + 0,5 
0,6°/, «, B-Malt. 0,6°/, B-Malt. 
11/, 32,2 29,7 29, 1 + 0,6 
21/, 46,9 44,1 43,4 +0,7 


a-Malzamylase px 5,75. 





0,4°/, «, B-Malt. 0,4°/, B-Malt. 





t ohne Malt. 





1/, 25,6 23,5 24,4 _ 0,9 
tl, 29,7 26,4 28.0 ee 














Die zugegebene Menge Maltose (Kahlbaum) wurde bis auf 
0,1 mg genau bestimmt, da es sich um geringe Hemmungsunter- 
schiede handelte. In den Tabellen findet man die vom Enzym ge- 
bildeten Mengen Maltose in Milligramm. Die letzte Spalte gibt die 
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Hemmungsunterschiede an, welche positiv sind, wenn /-Maltose 
am stiarksten hemmte. 

Da nach Hudson und Yanowsky!?’) die Gleichgewichts- 
maltose aus 64°/, B-Maltose neben 36°/, «-Maltose besteht, so 
kénnen wir den Anteil beider Maltoseformen an der Hemmung 
gesondert berechnen. 

















B-Malzamylase | a-Malzamylase 
a-Maltose 0 0,1 1,4 1,6 6,1 3,7 
B-Maltose 0,9 1,5 3,1 3,5 1,7 1,2 








Tatsachlich wird also die 6-Amylase am stirksten von f-Mal- 
tose, die «-Amylase am starksten von «-Maltose gehemmt. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. F. A.F.C. Went, 
mochte ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir sein stetes 
Interesse an dieser Stelle meinen herzlichen Dank aussprechen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde auf die Bedeutung des Wijsmanschen Diffusions- 
versuches fiir das Studium der Amylasen hingewiesen und nach 
seiner Vorschrift Trockenpraiparate von «-Malzamylase und £-Malz- 
amylase hergestellt. 

2. Die f-Malzamylase zeigt optimale Aktivitét zwischen 
px 4,55 und 5,15; die «-Malzamylase zwischen pu 5,65 und 5,85 
(Citratpuffer). 

8. Nur bei der Wirkung der «-Malzamylase verschwindet die 
Jodreaktion vollstaéndig, bei der Wirkung der #-Malzamylase 
andert sich nur ihre Farbe. 

4. Die Reaktion von «-Malzamylase wird am starksten von 
a-Maltose, die der f-Malzamylase am starksten von /-Maltose 
gehemmt. 
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Uber Emulsin. VIII.’) 
Von 


B. Helferich und 8. Winkler. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Juni 1932.) 


In der letzten Arbeit!) wurde gezeigt, daB, nach quantitativen 
Spaltungsmessungen, im Emulsin (aus siiBen Mandeln) die An- 
nahme eines Fermentes fiir die Spaltung von #-d-Glucosiden, 
-Galactosiden, -Xylosiden und a-l-Arabinosiden fiir die Erklirung 
der bisher gemachten Messungen geniigt. 

Die vorliegende Arbeit untersucht diese Frage fiir «-d-Man- 
noside. 

Die Spaltbarkeit von a-Methyl-d-mannosid durch Emulsin 
ist von Herissey aufgefunden.?) 

Um eine stirkere Spaltbarkeit zu haben, wurde fiir die Ver- 
suche dieser Arbeit das «-Phenol-d-mannosid (Schmelzp. 182 
bis 188°, [a],*° =-+ 113,5°) hergestellt. Die Beschreibung dieser 
Synthese soll an anderer Stelle erfolgen. 

Als Fermente kamen wieder Préparate aus SiiBmandeln zur 
Verwendung, die nach weiter verbesserten Methoden (im Ver- 
suchsteil néher beschrieben) gewonnen wurden. 


Tabelle I. 


(Die Zahlen sind ,,Wertigkeiten“ gegeniiber dem betreffenden Substrat, in der 
gleichen Weise wie friiher bestimmt.) 




















Fermentpraparat Nr. | 
Substrat ne : : —| Verhaltnis 
> | 2 |] 
Phenol-B-d-Glucosid . .. . 0,39 0,16 | 1,8 1:0,4:4,7 
Phenol-f-d-Galaktosid . . . 0,05 0,02 | 0,23 1:0,4:4,6 
Phenol-x-d-Mannosid. . . . 0,14 0,09 | 0,46 1:0,7:3,3 
Tabelle II. 
| I Iit Verhaltnis 
Phenol-B-d-Glucosid ........ 0,35 2,25 1:6,4 
Phenol-f-d-Galaktosid ....... 0,04 0,25 1:6,2 
Phenol-«-d-Mannosid. ...... . 0,14 0,76 1:5,4 
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Die Spaltbarkeit des Mannosids ist also sogar etwas gréBer 
als die des Galaktosids. 

Die Reinigung des Ferments geht gegeniiber dem B-d-Glucosid 
und -Galaktosid wieder ganz gleichmaBig. Bei dem «-d-Mannosid 
ist die Ubereinstimmung weniger gut. Doch ist auch hier die Ab- 
weichung durch die erhebliche Fehlergrenze dieser Messungen 
noch erklirbar, ohne eine Anderung der Affinitaét des Ferments 
gegeniiber dem Mannosid bei der Reinigung annehmen zu miissen. 
Jedenfalls scheint uns die Abweichung zu klein, um ein besonderes 
Ferment, eine «-d-Mannosidase zu fordern. Bis zwingende Gegen- 
griinde vorliegen, nehmen wir auch hier an, dab die gleiche 
,,J-d-Glucosidase“ auch a-d-Mannoside zu spalten vermag. 

Im Gegensatz dazu konnte weder mit hochwertigem Ferment 
noch mit ungereinigten Praiparaten eine Spaltung des ebenfalls 
zu diesem Zweck neu hergestellten Phenol-6-d-mannosid (Schmelz- 
punkt = 175—176,5°; [a|7,° =— 71,6° in Wasser) selbst bei drei- 
tiigiger Kinwirkungsdauer festgestellt werden. 

Leider ist nach den bisherigen Methoden die Bestimmung der 
Konfiguration am 1-Kohlenstoff der Mannoside (und der Mannose) 
nicht eindeutig. Boeseken*) und Micheel*) kommen zu ent- 
gegengesetzten Resultaten. Nach Riiber®) ware die «-Mannose 
die 1—2-cis-Verbindung. 

Die folgenden Uberlegungen, die ich im wesentlichen einer 
Unterhaltung mit den Herren Freudenberg (Heidelberg) und 
W. Kuhn (Karlsruhe) verdanke, sprechen aber sehr fiir die andere 


Anschauung®): 
OH OR H OR 
Ls 
a ‘4a ts 
I Le’ So le So 
| OH H OH H 
HO HO 
4 5 
H ‘CH,OH H 6H,0H 
a-d-Glucosid. a-d-Mannosid. 
H H 
L j 
H /| | 
i OH OR 0 
OH H 
H 
| | 
H CH,OH 


8-d-Mannosid. 
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Die Drehung der Glykoside wird in erster Linie von der Konfigura- 
tion am 1-Kohlenstoffatom hervorgerufen, dem Asymmetrie- 
zentrum, an dem 2 Sauerstoffbindungen angreifen. DaB also 
a-d-Glucosid (1) stark positiv dreht, liegt an der d-Konfiguration 
an diesem Kohlenstoffatom (die Bezeichnung d nur im syste- 
matischen Sinn gebraucht in gleicher Weise wie sonst in der 
Ziuckergruppe, also wie auch z. B. am Kohlenstoffatom 2 der 
Glucose). Die Konfiguration am 2-Kohlenstoffatom beeinfluBt 
zwar die Drehung am 1-Kohlenstoffatom, weil das zweite Asym- 
metriezentrum dem ersten unmittelbar benachbart ist, kann aber 
keine vollige Umkehr der Drehungen am 1-Kohlenstoffatom be- 
wirken. 

Ks wird also das Mannosid der Formel II mit d-Konfiguration 
am 1-Kohlenstoff ebenfalls stark positiv drehen. Diese Formel 
stellt also die Konfiguration der stark rechts drehenden «-d-Manno- 
side dar, wihrend den f-d-Mannosiden die Formel III zuzuteilen 
ist. Es sind Versuche im Gange, die Formeln auch noch auf’ 
anderem Wege zu priifen. 

Vorausgesetzt, daB diese Formelzuteilung richtig 
ist, ergibt sich fiir die zwei bisher sicher nachgewiesenen Fermente 
des Emulsins ein wichtiger Aufschlu8, der Ergebnisse der letzten 
Arbeit!) bestatigt. Die dort als spaltbar durch die f-d-,,Gluco- 
sidase‘‘ aufgefundenen Substrate haben alle am 1-Kohlenstoffatom 
die 1-Konfiguration und sind simtlich trans-Verbindungen. Was also 
fiir die Spaltbarkeit durch #-d-Glucosidase entscheidend ist, 
l-Konfiguration am 1-Kohlenstoffatom oder Transstellung der 
Sauerstoffatome 1 und 2, liBt sich nach diesen Substraten nicht 
entscheiden. 

Bei den Mannosiden ist es dagegen anders: «-d-Mannoside 
sind spaltbar durch das ,,gleiche’ Ferment wie #-d-Glucoside. 
a-d-Mannoside haben aber am 1-Kohlenstoffatom die d-Kon- 
figuration (im Gegensatz zu den #-d-Glucosiden), die Sauerstoff- 
atome am 1- und 2-Kohlenstoffatom stehen dagegen in 'Trans- 
stellung wie bei den f-d-Glucosiden und den anderen durch das 
gleiche Ferment spaltbaren Substraten. 

Fir die Frage der Spaltbarkeit durch ,,6-d-Glucosidase“ des 
Emulsins ist also entscheidend nicht die 1l-Konfiguration am 
1-Kohlenstoffatom — ein SchluB, den die Resultate der vorigen 
Arbeit noch zulassen wiirden —, sondern (wie dort schon an- 
genommen ist) wahrscheinlich die gegenseitige Stellung der Sauer- 
stoffatome an den Kohlenstoffatomen 1 und 2: Bei 'l'ransstellung 
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sind die bisher untersuchten Substrate durch die ,,alte B-Gluco- 
sidase“* spaltbar. Bei Cisstellung ist die Spaltbarkeit durch das 
,,ransferment** praktisch aufgehoben. Man kénnte also das die 
‘Transverbindungen spaltende Ferment des Emulsins eine Trans- 
aldo-pyranosidase nennen. 

Krst die Fortsetzung der Arbeit kann ergeben, wie weit diese 
auBerordentliche Vereinfachung durch neue Resultate bestatigt 
oder widerlegt wird und ob sie sich auch auf die f-Glucosidasen 
anderer Herkunft erstreckt. Besonders soll die ,,I[dentitaét‘’ des 
Ferments gegeniitber den verschiedenen bisher untersuchten Sub- 
straten noch nach anderen Methoden (z. B. gleichzeitige Spaltung 
mehrerer Substrate) gepriift werden. Gegen die weitere Annahme, 
daB auch bei der «-Galaktosidase des Emulsins sich eine so weit- 
gehende Vereinfachung herausstellt, daB dieses Ferment also als 
die entsprechende Cis-aldo-pyranosidase zu bezeichnen wire, 
sprechen fiirs erste noch recht gewichtige Grinde. 

Bei der Arbeit hat uns in ausgezeichneter Weise Fraulein 
Strassburger unterstitzt. 

Fiir Gewéhrung von Mitteln zur Durchfiithrung der Arbeit 
sind wir der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zu 
ergebenstem Dank verpflichtet. 


Ferment-Praparate. 

Das Rohferment (Fermentpraparat Nr. I) wurde nach der in 
der letzten Arbeit angegebenen Methode!) hergestellt. Der 
I. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft, Werk Bitterfeld, sind wir 
fiir die Herstellung einer gr6éBeren Portion dieses Rohferments zu 
ganz besonderem Danke verpflichtet. Die in der Tab. I verwandten 
Fermentpraparate II und III wurden nach der unten angegebenen 
Methode aus diesem Rohferment hergestellt, aber ohne die dort 
angegebene Aufldsung in n/800-Ammoniak und Ausfallung mit 
Silberacetat. Eine weitere Verbesserung der Reinigung wurde fir 
das Fermentpraparat III der Tab. II ausgearbeitet: 

2,0 g Rohferment (f-Glucosidasewert 0,82) werden in 200 cem 
Wasser geldst, die eisgekithlte Losung wird, ohne zu klaren, unter 
stetem Umschwenken mit 8,0 cem n/50-Silberacetatlésung, dann 
sofort mit 15,5 cem n/100-Natronlauge langsam und tropfenweise 
versetzt. 

Der dabei entstehende Niederschlag (nach Aufschlammen in 
Wasser und Zersetzen mit H,S Ferment Nr. II der Tab. I) enthalt 
nur sehr wenig Ferment; er wird durch kurzes Zentrifugieren 
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moglichst entfernt. Die dauernd méglichst kalt gehaltene Lésung 
wird dann ebenso langsam wie das erstemal mit 14 cem n/50-Silber- 
acetat und darauf mit 27,5 eem n/100-Natronlauge versetzt. Der 
entstandene Niederschlag wird sofort abzentrifugiert (3 Zentri- 
fugengliiser), ohne aufzuriihren 2mal oberflichlich mit eiskaltem 
destilliertem Wasser gewaschen (nach Aufschlimmen in Wasser 
und Zersetzen mit H,S Ferment Nr. III der Tab. I), nach dem 
Abtropfen in den einzelnen Glisern zunichst mit etwa 4/, cem 
n/800-Ammoniak eiskalt verriihrt und unter stetem Umriihren 
n/800-Ammoniak in Portionen von etwa 2 cem — in allen 8 Gliisern 
zusammen im ganzen 50 cem — zugegeben. Nach 2—3 Minuten 
wird von einer geringen Menge ungeldsten Materials abzentri- 
fugiert und aus dem meist stark getriibten eiskalten Zentrifugat 
durch tropfenweisen Zusatz von 3,5 cem n/50-Silberacetat die 
Hauptmenge des Fermentes ausgefillt und durch Abzentrifugieren 
gewonnen. Nach dem vorsichtigen Dekantieren wird der Nieder- 
schlag in 30,0 ccm eiskaltem Wasser durch Verriihren suspendiert 
und durch Uberleiten von Schwefelwasserstoff, bis eben zum 
bleibenden Geruch, das Silber als Sulfid ausgefallt. Die von 
Silbersulfid durch Zentrifugieren méglichst getrennte Lésung ent- 
hilt das Ferment Nr. III der Tab. II. /-Glucosidasewert 10—12, 
Gesamtmenge 60—80 mg, im allgemeinen etwa 40—50°/, des 
Rohfermentes. Rasches Arbeiten und méglichste Kiihlung ist eine 
Vorbedingung fiir das Gelingen der Reinigung. Der Vorteil der 
Methode liegt in der héheren Ausbeute und der kiirzeren Zeitdauer. 


Spaltungen. 

Die Spaltungsversuche wurden alle bei px 5,0 und 30,0° durch- 
gefiihrt. Zu jedem Versuch wurden 0,040 g Phenol-hexosid in 
2,0 ccm Acetatpuffer (etwa m/10) gelést, 1,0 com Fermentlésung 
zugegeben und nach der Zeit ¢ (Minuten) mit festem Kalium- 
carbonat abgestoppt. Als Kontrollprobe wurde die gleiche Menge 
Fermentlésung mit reiner Pufferlésung bei gleicher Temperatur 
aufbewahrt und dann ebenfalls mit Kaliumcarbonat abgestoppt. 
Von Fermentlésungen kamen zur Verwendung: I = 0,0061 g 
Trockenrickstand in 1 cem (f-Glucosidasewert 1,7), II = 0,0038 g 
pro Kubikzentimeter (f-Glucosidasewert 0,6), III = 0,0041 ¢ 
Riickstand pro Kubikzentimeter (f-Glucosidasewert 9,4). Die 
linger dauernden Versuche wurden durch Zugabe von Toluol 
geniigend steril gehalten. Alle Drehungen sind im 2-dm-Rohr 
gemacht. . 
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Tabelle I. 


Phenol-f-d-glucosid. 2H,O: Anfangsdrehung — 1,66 (ber.); Enddrehung 























+ 0,86. 
Ferment- . Zeit Drehung Drehung Spaltung Wertigkeit 
lisung Nr. | in Min. [| Ft. + Substr. Ft. in °%, 
I 12 — 1,20 — 0,20 26,2 0,36 
I 31 — 0,36 0,20 59,5 0,41 
II 60 — 1,04 — 0,25 34,5 0,16 
III 5 — 0,96 — 0,17 34,5 1,8 
Phenol-f-d-Galaktosid. Anfangsdrehung — 1,11; Enddrehung -+ 1,51. 
I 120 — 0,38 — 0,20 35,5 0,05 
I] 510 — 0,40 — 0,25 36,6 0,02 
Il] 32 — 0,48 — 0,17 30,6 0,23 
Phenol-x-d-Mannosid. Anfangsdrehung + 2,85; Enddrehung + 0,27. 
I 20 +. 2,19 — 0,20 17,9 0,14 
I 32 +. 1,90 — 0,20 29,1 0,15 
1] 90 + 1,84 — 0,25 29,5 0,08 
II 180 + 1,20 — 0,25 54,2 0,10 
III 10 -+ 2,18 — 0,17 19,4 0,46 














Kine zweite Versuchsreihe wurde mit anderen Ferment- 
priiparaten (sonst in gleicher Weise) durchgefithrt. Nr. I ein Roh- 
ferment vom /-Glucosidasewert 1,5, Trockenriickstand 0,00655 g¢ 
pro Kubikzentimeter fiir den Glucosidversuch, sonst 0,00631 g pro 
Kubikzentimeter; Nr. IJ nach der neuen Methode gereinigt, 
(-Glueosidasewert 10,5, Trockenriickstand 0,00225 g pro Kubik- 
zentimeter. 

Tabelle II. 
Phenol-f-d-glucosid. 2H,O: Anfangsdrehung — 1,74 (beobachtet); End- 
drehung + 0,86. 























Ferment Zeit Drehung Drehung | Spaltung ee ae 
: . © | Wertigkeit 
Nr. in Min. | Ft. + Substr. | Ferment | in °/, 
I 15 — 0,98 — 0,10*) 33 0,35 
Ill 5 — 1,09 — 0,02*) 26 2,25 
Phenol-f-d-galaktosid. Anfangsdrehung — 1,07 (beobachtet); Enddrehung 
+ 1,51. 
I 120 — 0,39 — 0,10*) 30 0,04 
III 20 — 0,78 — 0,02*) 12 0,25 
Phenol-x-d-mannosid. Anfangsdrehung + 2,98 (beobachtet); Enddrehung 
+ 0,27 
I 20 + 2,36 — 0,10*) 19 0,14 
Ill 7 + 2,61 —, 0,02*) 13 0,76 





*) Mittel aus mehreren Versuchen. 
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Das Schicksal peroral verabreichten Cholesterins 
im menschlichen Darm. 


Bemerkungen zu der Arbeit von M. Biirger und H. Winterseel 
in Bd. 202 S. 237 dieser Zeitschrift. 


Von 
Hugo Salomon (Buenos Aires). 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Januar 1932.) 


Die Darlegungen von Biirger und Winterseel iiber die Entwicklung 
unserer Vorstellungen von dem Schicksal der mit der Nahrung aufgenommenen 
Sterine sind liickenhaft, da sie meine Arbeiten vdéllig ittbergangen haben, 
welche gleichzeitig mit den Nordamerikanischen erschienen sind, aber in 
Deutschland zuerst die Darmwandausscheidung des Cholesterins fiir den 
Menschen mitgeteilt haben. Ich verweise daher die Leser dieser Zeitschrift 
auf meine in Boas Archiv Bd. 51 erschienene Zusammenfassung und die 
Stellungnahme Birgers zu ihr. 


Entgegnung hierzu 
von 
M. Biirger (Bonn), 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juni 1932.) 


Auf die klinische Einzelbeobachtung von Salomon wurde von Birger 
und Winterseel in ihrer Arbeit iiber Sterinausscheidung und Sterinbilanz 
bei totalem GallengangsverschluB') hingewiesen. Eine kritische Stellung- 
nahme zu den Prioritiitsanspriichen Salomons finden die Leser im Archiv 
fiir Verdauungskrankheiten Bd. 51, H. 1/2 (1929). 


) Z. f. d. ges. exp. Med. 66, H. 3/4, 459 (1929). 
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Uber den angeblichen Nachweis einer «-Oxydation 
von Fettsaiuren. 
Von 
F. Knoop, Tiibingen. 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Mai 1932.) 


A. Hahn verdffentlichte Mirz 19301) die Angabe, daB Muskelbrei 
Propionsiiure zu Brenztraubensiiure dehydriere, und entwickelte unter 
Kritik meiner friitheren Ausfiithrungen iiber Oxydationen die Auffassung, 
da8B damit ein neuer Mechanismus einer «-Oxydation festgestellt sei. Ich 
habe seine Schliisse 1931 in einem Vortrag in Miinchen und in einer Zu- 
sammenfassung tiber Oxydationen im Tierkérper?) abgelehnt, weil seine 
Zahlen innerhalb der Fehlergrenze ligen. In einer soeben erschienenen 
Ver6ffentlichung %) erklirt Hahn demgegeniiber: ,,Bei Zusatz von Propion- 
siiure fanden wir eine regelmiBige, weit auBerhalb der Fehlergrenze liegende 
Vermehrung von Brenztraubensiiure“. Das scheint die bestimmte Behauptung 
seiner Zusammenfassung: ,,Im Muskelbrei werden...... Propionsiiure unter 
Bildung von Brenztraubensiiure dehydriert‘‘ — erneut zu bestiitigen sollen. 

Es miissen also seine Zahlenergebnisse zeigen, wie wenig sie beweisen. 
Hahn findet in 5 Versuchen, da8 ein Muskelbrei auf Zusatz von 4 g Propion- 
siiure gegeniiber dem Nullversuch durchschnittlich ein plus von 82 mg 
Brenztraubensiiure liefert. Danach wiiren etwa 27 mg Propionsiiure zu 
Brenztraubensiure oxydiert, also kaum 0,7°/, des zugesetzten Materials. Das 
liegt meiner Ansicht nach innerhalb der Versuchsfehler. Denn eine so kleine 
Menge kann auch aus anderen Quellen stammen. Setzt niimlich Hahn statt 
der Propionsiure Methylenblau hinzu, so findet er auch ein Plus von Brenz- 
traubensiiure, und zwar bei 61 mg fast doppelt so viel wie bei Propionsiiure- 
zusatz. Es ergibt sich daraus, daB noch vielerlei Material in dem Muskelbrei 
vorhanden ist, das bei der dem physiologischen Abbau nachgebildeten 
Oxydation durch Methylenblau ebenfalls Brenztraubensiiure zu liefern vermag 
und in dem Propionsiureversuch natiirlich ebenfalls vorhanden war. Die 
Quellen der Brenztraubensiiure sind so mannigfaltig — Hahn selbst fiihrt 
sieben physiologische Substanzen an, zu denen noch viele hinzukommen, 
wie Alanin, Asparaginsiiure usw. —, daB ein so geringes Plus zu dem Nach- 
weis eines neuen physiologischen Oxydationsmechanismus nicht als aus- 
reichend anerkannt werden kann. Es ist ja fiir die Propionsiiure nicht nur 
in der aromatischen Reihe an der Phenyl- und Benzyl-Propionsiiure erwiesen 
worden, da8 «-Oxydation nicht einsetzt, sondern auch, wenn die Propionsiiure 


1) Z. Biol. 90, 334 (1930). 
*) Oxydationen im Tierkérper, 1931 (37 Seiten) Enke, Stuttgart. 
8) Z. Biol. 92, 364 (1932). 
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mit anderen physiologischen Ringsystemen beladen ist, liefert sie mit Sicher- 
heit keine Brenztraubensiiure. Die sehr interessanten Versuche von 
William Rose in Urbana haben gezeigt, da Indolpropionsiure und 
Imidazolpropionsiiure die fiir das Wachstum notwendigen a-Aminosiiuren 
Tryptophan und Histidin nicht zu ersetzen vermégen, wohl aber die ent- 
sprechenden Brenztraubensiiuren. Es gehen also, obwohl die substituierten 
Brenztraubensiuren, die entstehen miibten, physiologische Zwischenprodukte 
sind, die entsprechenden Propionsiuren nicht in diese tiber. Da sich sonst 
iiberall die bisher aufgefundenen Gesetze des Fettsiiureabbaus_bestiitigt 
haben, auch in der aliphatischen Reihe, so miissen fiir die endgiiltige Be- 
griindung abweichender Oxydationsmechanismen zwingendere Beweise bei- 
gebracht werden, als die Zahlen Hahns. 

Wir begriiBen jede Auffindung neuer Oxydationsmechanismen mit 
Freuden und haben oft genug erkliirt, dal wir die gefundenen Gesetze 
keineswegs als allein giiltig betrachten. Wie berechtigt das war, zeigt eine 
Mitteilung von Verkade’), der findet, dafi Fettsiiuren mit ungerader Kohlen- 
stoffatomzahl auch endstiindig oxy diert werden kénnen. Verkade fand bei 
Verfiitterung von 100 g chemisch reinem Undecylfett eine w-Oxydation an 
der endstiindigen Methylgruppe und konnte aus dem Harn bis zu 4 g Undecyl- 
Di-Siiure isolieren. Weiter beobachtete er die Ausscheidung von Pimelin- 
siiure: COOH(CH,),-COOH. Danach kann also eine Fettsiiure in die ent- 
sprechende Di-Carbonsiiure tibergefiihrt werden, die weiterhin offenbar durch 
6-Oxydation ein mehrfaches von 2 Kohlenstoffatomen verliert. Ob dieser 
Mechanismus nur fiir kérperfremde Fettsiiuren, wie diese mit ungerader 
Kohlenstoffatomzahl, gilt, oder auch fiir die normalen, dariiber laBt sich vor 
der Hand kaum etwas sagen. Verkade gibt aber ausdriicklich an, daB er 
von Brenztraubensiiure oder Milchsiiure im Harn nicht das Geringste ge- 
funden hat. Auch dies spricht nicht fiir die Anschauung Hahns, und noch 
weniger fiir die von Blum und Woringer, deren Ausfithrungen iiber die 
gleiche Frage schon friiher abgelehnt sind.’) 

Die Versuche Hahns, die angebliche Entstehung von Milchsiiure aus 
Propionsiiure durch die intermediiire Bildung von Acrylsiiure zu erkliren, 
die dann Wasser anlagere, stellen ebenfalls eine Hypothese dar, fiir die es 
in der Chemischen Literatur keine Belege gibt. Wir haben schon 1910 aus- 
gefiihrt, daB die Anlagerung von Wasser an intermediir gebildete ungesiittigte 
Fettsiiuren nur zur Bildung von @-Oxysiiuren fiihrt, — eine Anlagerung von 
OH in a@- ist nie beobachtet worden. Wer diese trotzdem annimmt, sollte 
dafiir Belege anfiihren. Die fehlen einstweilen bei Hahn. Kline*) hat 
Propionsiiure in vitro oxydiert und Malonsiiure gefunden. An Propionsiiure 
ist also ebenfalls ( “Oxy dation beobachtet worden. Von einer «-Oxydation — 
auch in vitro — ist mir nirgends ein entsprechender, gesicherter Befund be- 
kannt.*) Auch Hahn hat, trotzdem ich ihm meine Zweifel sofort geschrieben 


') Koningsl. Akad. van Wetensch. Amsterdam: Proc. 36, 251 (1932). 

*) Klin. Woch. 1925, S. 433. 

8) Biochem. Z. 220, 117 (1930). 

*) Die von Hahn zitierte Angabe in Beilstein Erg.-Band II (nicht I) 
S.103 ist auch zweifelhaft. In dem Zitat des J. prakt. Chem. spricht 
Przewalsky nur von ,,Oxypropionsiiure“, ohne festzustellen, ob a- oder 


B- vorliegt. 
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habe, in diesen 2 Jahren nichts Neues beigebracht, was die geiiuBerten 
Bedenken irgendwie beheben oder seine Behauptungen stiitzen kénne. Auch 
wenn die Propionsiiure sich vorerst als Zwischenprodukt wohl nur aus 
Norleucin ableiten lift, hat sie wegen ihres oft behaupteten Ubergangs in 
Zucker und als Endglied einer Reihe grobes Interesse. Wir wiiren deshalb 
jedem Autor zu Danke verpflichtet, der iiber ihren physiologischen Abbau 
etwas herausbringt, erst recht, wenn es allem sonst Bekannten widerspricht. 
Solange das Veréffentlichte aber so wenig gesichert ist, wie die hier be- 
sprochenen Schliisse, sehe ich mich veranlabt, vor ihrer vorzeitigen Auf- 
nahme in die Literatur zu warnen. 


Bemerkung zu der vorangehenden Abhandlung von Knoop. 
Von 


Amandus Hahn. 


(Aus dem physiologischen Institut Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1932.) 


Ich gehe nur auf die wichtigsten Punkte der vorangehenden Ab- 
handlung ein. In meiner Arbeit Z. Biol. 90, 231 (1930) habe ich, nachdem 
wir nach Zusatz von Propionsiiure zu Muskelbrei regelmiibig eine Mebhr- 
ausbeute an Brenztraubensiiure gefunden haben, die Méglichkeit der 
Entstehung dieser Siiure aus Propionsiiure diskutiert. Dies ergibt sich klar 
aus §. 235 dieser Abhandlung. Ich habe nicht behauptet, daB durch unsere 
Versuche die Oxydation der Propionsiiure am «-C-Atom mit Sicherheit be- 
wiesen oder gar die «-Oxydation der einzige Weg des Abbaus dieser Siiure sei. 
Hieran iindert auch nichts die vielleicht miBSverstiindliche Kiirze der Zu- 
sammenfassung zu dieser Arbeit (S. 236). Einzelne Referate haben nur diese 
Zusammenfassung gebracht ohne den vorangehenden Text zu beriicksichtigen. 
Dadurch ist der Anschein erweckt worden, als ob ich die a-Oxydation der 
Propionsiiure durch unsere Versuche fiir streng bewiesen hielte. Dies ist 
durchaus nicht in meinem Sinn geschehen. Ich habe auch spiiter in einer 
meiner Meinung nach nicht mibzuverstehenden zusammenfassenden Dar- 
stellung [Z. Biol. 92, 364 (1932)] nur die Miglichkeit einer Uberfiihrung 
von Propionsiiure in Brenztraubensiure in Betracht gezogen. 

Jedenfalls besteht die Tatsache, dab wir bei Zusatz von Propionsiiure 
zu Muskelbrei eine auBerhaib der ,,Fehlergrenze der Methodik“ liegende 
Mehrausbeute an Brenztraubensiiure bekommen haben. Diese Fehlergrenze 
wurde folgendermaBen festgestellt. Teilt man Muskelbrei in mehrere An- 
teile zu 200 g, digeriert jeden Anteil im Vakuum und bestimmt nach unserer 
Methode die Brenztraubensiiure als Phenylhydrazon, so stimmen die Mengen 
an Brenztraubensiiurephenylhydrazon innerhalb einer Fehlergrenze von un- 
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zeigt, daB Ansiitze mit Zusatz von Propionsiiure gegeniiber den Nullversuchen 
eine Mehrausbeute an Phenylhydrazon ergeben kénnen, die das Vielfache 
von 20 mg betriigt. Eine Fehlergrenze dadurch festzulegen, daf man die 
Vermehrung eines Stoffes auf das zugesetzte Ausgangsmaterial umrechnet, 
ist insofern nicht unbedenklich, als hierbei die Méglichkeit einer experi- 
mentellen Bestimmung der Fehlergrenze wegfillt und es mehr oder weniger 
der Willkiir des Einzelnen iiberlassen bleibt, bei wieviel Prozent Umsatz er 
die Fehlergrenze festsetzen will. Speziell fiir Dehydrierungsvorgiinge, die 
zur Bildung von Brenztraubensiiure fiihren, habe ich in meiner letzten Ab- 
handlung [Z. Biol. 92, 359 (1932)] dargelegt, warum es eigentlich keinen 
Sinn hat, die mehrgefundene Brenztraubensiure auf das zugesetzte Ausgangs- 
produkt umzurechnen. Diesen Ausfiihrungen habe ich nichts hinzuzufiigen. 

Ich habe im Laufe der letzten fiinf Jahre mit meinen Mitarbeitern 
zahlreiche Arbeiten itiber Dehydrierungen im Muskel veroffentlicht, durch 
die viel neues experimentelles Material bekannt geworden ist. Eine ge- 
legentliche Beobachtung hierbei war die Vermehrung der Brenztrauben- 
siiure nach Zusatz von Propionsiiure zu Muskelbrei. Man wird mir die 
Berechtigung zuerkennen miissen, den Versuch einer Deutung hierfiir zu 
machen. Nachdem ein eindeutiger experimenteller Befund bis heute nicht 
vorliegt, aus dem man schlieBen kénnte, auf welchem Weg die Propionsiiure 
im Organismus abgebaut wird, dient die vorliegende Diskussion vielleicht 
dazu, zu neuen Experimenten auf anderer Grundlage anzuregen, durch die 
die Art des Abbaus der Propionsiiure festgestellt wird. 























Mee Nr. 103 Mee Nr. 102. 


p i peeaamiondinang,,,, P 





Fig. 2. 3 cem dezitrierten Fig. 3. 1.5 cem dezitrierten 
Citronensatt. Citronensatt. 
Mee Nr. 106. Mee Nr. 104 
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Fig. 4. 3cem entatherten, Fig. 5. 1,5 cem entatherten 
dezitrierten Citronensaft. Citronensaft. 
Mee Nr. 110. Mee Nr. LOL. 





Fig. 6. 1 cem Atherextrakt entspr. Fig. 7. Unbehandelte Skorbut- 
20 cem dezitriertem Citronensatt. kontrolle. 
Mee Nr. 99. Mee Nr. 100. 





Fig. 8. Ly bas. Atherausschiittelung Fig. 9. Ly bas. Atherausschiittelung 
aus reifen Apfelsinen. aus reifen Aptelsinen 


p= Pulpa, o = Odontoblasten, 7d inneres Dentin, 
ro pros Verkalktes Praedentin, Dentin 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCLX. Tafel L. 
Zu ,.O. Dalmer und Th. Moll, Narkotin und Vitamin (ss. (S. 211.) 





